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1. BEVEZETES

A gyrus dentatus agyteriilet szemcsesejtei aktiv
résztvevdi a  hippocampus-ban  zajlé  informdcid
feldolgozasi ¢és tanulasi folyamatoknak. Egy ilyen
Osszetett feladatkor ellatdsa sokrétii jelfeldolgozast
feltételez a szemcsesejtek dendritjeiben, ezért az ezekben
rendelkezésre allo bioldgiai eszkdztar megismerése
megkeriilhetetlen a szemcsesejtek miikodésének és a
hippocampus ~ altal  végzett idegi  folyamatok
megértéséhez. A doktori értekezésemben két olyan
tanulmanyomat mutatom be, melyek ilyen elemi
dendritikus folyamatokat vizsgaltak.

A disszertaciom els¢ felében bemutatott kutatds a
metabotrop glutamat receptorok 2. csoportjanak (mGlull
receptoroknak) dendritikus szerepét vizsgalta
hippocampalis szemcsesejtekben. A szemcsesejtekben
korabban a preszinaptikus folyamatokhoz kapcsoltak az
mGlull receptorok miikodését, ahol a szinapszis
erdsségének rovid ¢€s hosszi tavl szabalyozasaban
vesznek részt. Bizonyos sejttipusok esetén azonban a
szomato-dendritikus régidban is kimutattdk az mGlull

receptorokat, bar az itt elhelyezked6 — vagyis
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posztszinaptikus — receptorok szerepe sokkal kevésbé
tisztazott, mint a preszinaptikus hatasok. Mivel az
anatomiai  bizonyitékok arra  utaltak, hogy a
szemcsesejtek dendritfajan is jelen vannak az mGlull
receptorok, elsd vizsgalataink célja ezek hatdsanak a
megértése volt.

A doktori munkam masodik részében azt vizsgaltuk meg,
hogy a dendritfaba visszaterjedd akcids potencial (VAP)
kozvetit-e a sejttest daltalanos allapotardl analog
informaciot a szemcsesejtekben. A klasszikus allaspont
szerint az akciés potencial (AP) tisztan digitalis jel, mert
a kialakult AP a mindent-vagy-semmit elvnek
megfeleléen mindig egyforma erdsségli. Nemrégiben
azonban felfedezték, hogy az axondlis AP fesziiltségjele
bizonyos mértékii analég informaciot is hordozhat, ami
modositja az AP altal kozvetitett digitalis informacio
tartalmat. Ebben az esetben az axonban terjed6 AP
nemcsak a sejt aktivitasat kozvetiti, hanem arrol is
informaciot nyujt, hogy milyen altalanos allapotban volt a
sejt az AP keletkezésekor. Ily médon az axondlis AP egy
analog és digitalis informaciot egyarant hordozé hibrid
jelnek tekinthetd. A vAP mas bioldgiai szerepet tolt be,
mint az axonalis AP, hiszen nem a tobbi idegsejt felé
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kozvetiti az informaciot, hanem a sejt sajat dendritjei
szamara nyujt visszajelzést a sejt aktivitasarol. Korabban
nem volt ismert, hogy a VAP az axondlis AP-hoz hasonl6
hibrid fesziiltségjelként mikodik-e, ezért megvizsgaltuk,
hogy a VAP képes-e analdég informécidt is hordozni a

szemcsesejtekben.

2. CELKITUZESEK

A doktori munkam els6é célja az volt, hogy feltarjuk a
dendritikus mGIull receptorok élettani szerepét a
szemcsesejtekben. Ennek érdekében az alabbi Iényegi
kérdéseket vizsgaltuk meg:

I/1: Milyen cellularis hatdst valtanak ki az mGlull
receptorok a szemcsesejtek dendritjein?

I/2: Mi a funkcionalis szerepe a dendritikus mGlull
hatasoknak a szemcsesejtekre érkezd szinaptikus
informécio feldolgozasaban?

I/3: A dendritikus mGlull hatdsok mennyire tekinthetdk

altalanosnak a hippocampalis sejttipusok kozott?

Az értekezés masodik felében bemutatott munkamban azt

vizsgaltuk, hogy a szemcsesejtekben képesek-e a
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dendritikus vAP-k analog informaciotartalom
hordozéséra is, azaz hibrid jelként miikodnek-e. A kutatés
soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

II/1: Fiigg-e a dendritikus VAP alakja sejttest
membranpotencialjatol?

1I/2: Tikrozik-e a vAP-k altal kivaltott dendritikus
kalciumjelek a vAP alakjdban kodolt analog
informdciotartalmat, ¢és ha igen, akkor milyen
mechanizmusok biztositjdk a kapcsolatot a szemcsesejtek
szomatikus membranpotencidlja és a vAP-hoz kothetd
kalcium jelek kozott?

II/3: Milyen funkciondlis szerepet jatszik a vAP altal
hordozott analdég informacié a szemcsesejt dendritekre

érkezd szinapszisok szabalyozasaban?

3. MODSZEREK

3.1 Szelet készités és az elektrofiziologiai mérések

A vizsgéalatokat 23-36 napos Wistar patkanyok
hippocampuséabdl késziilt 350 um vastag taléld agyszelet
preparatumon végeztiik. A kisérleteket az allatok élettani
testhOmeérsékletéhez kozeli hdmérsékleten (35 C°-on,

értekezés elsd részéhez kapcsolodd mérések) vagy



szobahOmérsékleten (23-28 C°-on, masodik rész mérései)
végeztik. A célzott idegsejt elvezetésekhez infravords
differencial interferencia kontraszt vide6-mikroszkopiat
hasznaltunk. A kivalasztott sejt vagy sejt nytlvany (axon
terminalis, dendrit) elektromos viselkedését patch-clamp
technikaval vizsgaltuk. Az elvezetd pipettakat K-gliikonat
alapt intracellularis oldattal toltottiik fel. Ha sziikség volt
a sejtek morfologiai tulajdonsdgainak és sejt-tipus
specifikus markerfehérjék jelenlétének a vizsgdlatéra is,
akkor az elvezetést kdvetéen 2 %-os paraformaldehid
oldatban fixaltuk a szeleteket az utdlagos anatomiai
feldolgozashoz.

3.2 Szamitogépes modellezés

A modellezést NEURON 7.2 szimulacids kornyezetben
végeztik. A  dendritikus mGIull receptor hatas
tanulmanyozéasa soran harom, a ModelDb adatbazisdban
elérhetd, részletesen rekonstrualt passziv szemcsesejt
modellt hasznaltunk (#95960). Az mGIluR2 aktivalt
konduktancia modellje reprodukalta a kisérletesen mért
fesziiltségfliggést. A dendritikus VAP iondramainak
viselkedését egykompartmentes szimulaciok segitségével
vizsgaltuk meg. Az inaktivaciot nem mutat6 kalciumaram
tulajdonsagai az N-tipustt aramok aktivacids profiljan,
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mig az inaktivaloddo modell viselkedése az R-tipusu
kalciumdramok tulajdonsdgain alapult. A két modellaram
kombinacidja jol kozelitette a kisérletesen mért
kalciumaramok viselkedését.
3.3 Fluoreszcens kalciumjel mérések
A VAP-k terjedéséhez kothetd fluoreszcens kalciumjelek
méréséhez Fluo-5F (183 puM) festéket hasznaltunk. A
képalkoto eljarastol fiiggden az AP kivaltasaval idében
Osszerendezve mértiikk a kalcium bedramlashoz k&tddd
fluoreszcens intenzitasvaltozast a kivalasztott dendritikus
ponton (hagyomanyos konfokalis mérdrendszerrel egy
vonal mentén leképezve, 610 vonal/s sebességgel), vagy
egyidejlileg a dendritfa nagy részén (spinning disc
konfokalis mérérendszer, 93,75 kép/s sebességgel).
3.4 Kételektrodas dinamikus-clamp mérések
A kisérletben egy mesterséges konduktancidnak
megfeleld ionaram segitségével felgyorsitottuk a vAP
repolarizacigjat ugy, hogy egy elektrodaval mértik a
membranpotencidlt, és egy masik elektroda segitségével a
sejtbe juttattuk a konduktancianak megfeleld aramot.
Ezzel egyidejiileg konfokélis mérérendszerrel mértik a
vAP-hoz  kotheté  kalciumjeleket a  proximalis
dendritekben. A mesterséges konduktancia modelljét
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nukledlt patch prepardtumon mért inaktivalodo
kaliumaram alapjan hoztuk létre.

3.5 MNI-glutamat fénybontasa

MNI-glutamat fénybontasan alapuld technikat
hasznaltunk a szinaptikus receptorok mitkodésébdl eredd
potencialvaltozasokat méréséhez. A térben és idében jol
kontrollalt glutamat felszabaditdshoz egy hagyomanyos
konfokalis mérdrendszer 405 nm-es Iézer forrasat
hasznaltuk. A 1ézer intenzitasat ugy allitottuk be, hogy a
kivaltott potencialvalaszok nagysdga néhany szinapszis
egyideji  aktivitdsanak  megfeleldé  tartomanyban
maradjon.

3.6 A szinaptikus plaszticitas vizsgalata

Szinaptikus  jellegli, ~MNI-glutamat fénybontassal
kivaltott eseményeket (uUEPSP-t) hasznéltunk a
plaszticitasi folyamatok vizsgalatdhoz. A szinaptikus
potencirozodas kivaltasahoz 6t percen keresztlil minden
masodpercben kivaltottunk egy iddben 0Osszehangolt
AP/UEPSP part mialatt a kérdésnek megfelelden vagy
depolarizalt, vagy pedig hiperpolarizalt allapotban

tartottuk a sejtet membranpotencialjat.



4. EREDMENYEK I

4.1 A dendritikus mGluR2 aktivitisa G fehérjék
kozvetitésével hiperpolarizalo hatasu GIRK csatornak
nyitasahoz vezet a szemcsesejtekben (I/1. kérdés)

Elséként  megmértik az  mGlull  receptorok
aktivacidjanak hatdsat a szemcsesejtek elektromos
viselkedésére. Kisérleteinkben az mGlull receptorok
specifikus  farmakologiai  aktivalasa  voltage-clamp
modban  kimend  aramot, current-clamp moddban
hiperpolarizaciét eredményezett. Tehat az mGlull
receptorok gatlo hatast csokkentik a szemcsesejtek
ingerelhetdségét. Tovabbi kisérletekkel bizonyitottuk,
hogy az mGlull receptorcsoport két receptora koziil csak
a 2. tipustt metabotrop receptor (mGIluR2) felel a mért
gatld hatasért. Az mGIluR2 altal kivaltott iondram
fesziiltségfliggése és farmakologiai érzékenysége arra
utalt, hogy a receptorok G-fehérjéken keresztiil GIRK
csatorndkat nyitnak ki. A kiilonb6z6 sejtalkotok izolalt
membranjabol -  szemcsesejtek axon terminalis,
szomatikus membran ¢és dendrit - végzett kozvetlen

elektrofiziologiai méréseink megmutattdk, hogy a



mGluR2-aktivalt, GIRK-kozvetitett gatlas a
szemcsesejtek dendritjeirdl ered.

4.2. mGluR2 aktivalas hatasara a GIRK csatornak
egy rovid, proximalis dendritszakaszon nyilnak Kki,
amely lehetové teheti az egyes dendritagak szelektiv és
egyenletes szabalyozasat (I/2. kérdés)

A dendriten kinyilo kaliumcsatorndk térbeli helyzete
meghatarozhatja a gatlas szinaptikus jelfeldolgozasban
betdltott szerepét, ezért megvizsgaltuk, hogy az mGIluR2
hol nyitja ki a GIRK csatorndkat a dendriteken beliil.
Kidolgoztunk egy funkcionalis vizsgalatot, melyben
glutamat  fénybontdsaval  szinaptikus  valaszokat
generaltunk a dendrit egy jol meghatarozott pontjan, és a
sejttestben mérhetd valaszokra kifejtett mGIluR2 hatés
Szamitogépes modellezéssel igazoltuk, hogy a
modszeriink valoban alkalmas a konduktancia nyitas
helyének azonositasara. Ezek az eredmények azt
mutattdk, hogy az mGluR2-aktivalt GIRK csatornak a
dendritfa egy rovid szakaszan taldlhatoak a sejttesttol
100-130 pm-re. Végezetiil, kimutattuk, hogy ezen
stratégiai elhelyezkedésbdl fakaddan, a dendritikus

mGluR2 gatlds lehetévé teszi az egyes szemcsesejt
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dendritdgak funkciondlis szerepének szelektiv és
egyenletes szabalyozasat.

4.3. A megvizsgalt hippocampalis sejttipusok koziil, az
mGluR2 hiperpolarizalé hatasa csak a
szemcsesejteken figyelheté meg (1/3. kérdés)

Az mGluR2-medialt gatld hatds esetleges szemcsesejt-
specifikus hatdsanak vizsgalataért, megmértik mGlull
agonistak hatasat a CA1, CA2 és CA3 piramissejtjeken és
a harom leggyakoribb DG interneuron tipuson: a
parvalbumint kifejez0, gyorstlizelésii kosarsejtekon, a
periszomatikus régiot beidegzd, szabalyosan tiizeld
interneuronokon, és a neurogliaform sejteken. Mivel
egyik sejttipus sem mutatott a szemcsesejtekben
megfigyelthez hasonld6 mGluR2-medidlt gétld hatast,
elmondhatjuk, hogy a dendritikus mGluR2 aktivacio
hatdsa nem egy éaltalanos sejtes mechanizmus a

hippocampus sejtjeiben.
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5. EREDMENYEK II

5.1 A sejttest membranpotencialja tavolsagfiiggé
modon befolyasolja a vAP alakjat (II/1. kérdés)
Tiikrézi-e a vAP-k alakja a sejttest altalanos allapotat?
Egyidejii paros méréseket végeztiink a szemcsesejtek
sejttestébdl és dendritjébdl a kérdés megvalaszolasahoz.
Eredményeink szerint a sejttest membranpotencidlja
tavolsagfliggd mdédon hat a vAP alakjara. A sejttest
kozelében a repolarizacid sebessége, mig a tavoli
dendritszakaszokon a vAP cslcsa valtozik a sejttest
membranpotencialjanak fiiggvényében.

5.2 A sejttest membranpotencialjanak tavolsagfiiggo
hatasa megmutatkozik a vAP-hoz kotheté dendritikus
kalciumjelekben is (II/2. kérdés)

Fluoreszcens kalcium jelek mérésével megvizsgaltuk,
hogy a VAP alakjaban tarolt analég informécio
megjelenik-e a vAP-hoz kotott kalcium bedramlésban a
dendriteken. A kisérletek soran azt tapasztaltuk, hogy a
sejttest membranpotencidlja  tavolsagfliggd modon
befolyasolta a dendritikus kalcium jeleket. A
hiperpolarizaltabb  szomatikus ~ membranpotencialrol

kivaltott AP-k kalciumjelei a kozeli dendriteken
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nagyobbak voltak, mint a depolarizalt esetben mérhetd
jelek. Ezzel szemben a tavoli dendritszakaszokon a
hiperpolarizacid éppen ellentétes hatast fejtett ki, vagyis a
sejttest hiperpolarizacidja a kalciumjelek csokkenéséhez
vezetett. A kisérleteink azt megmutattak, hogy a sejttest
kozelében a gyors inaktivdcidt mutatd R-tipusu
kalciumaramok kulcsszerepet jatszanak a vAP alak és a
kalcium bearamlas kozotti kapcsolat kialakitasaban.
Ugyanakkor az is bemutattuk szamitogépes modellezés
hasznalataval, hogy a tavoli  dendritekben a
hiperpolarizaltabb  szomatikus membranpotencialhoz
tarsuld negativabb VAP cstics okozza a kalciumjelek
csokkenését.
Bizonyitottuk tovabba, hogy a hibrid dendritikus
jelatadas képes kovetni a sejttest fesziiltségvaltozasait
fiziologidsan relevans iddtartomanyokban is, példaul
theta oszcillacio alatt.
5.3. A vAP-k analdg informaciotartalma befolyasolja
a szinaptikus plaszticitasi folyamatokat a dendritben
(II/3. kérdés)
Megvizsgaltuk, hogy a dendritikus szinapszisok képesek-
e hasznositani a VAP hibrid informdciotartalmat. Az
akcidés potencidlok egyidejii parositdsa MNI-glutamat
13



fénybontassal kivaltott szinaptikus jellegii eseményekkel,
az események hosszutavl erdsodését eredményezte. Az
er6sodés mértéke azonban eltért az AP-t megel6z6
szomatikus membranpotencialtol fliggéen. Tehat a
sejttest membranpotencialja hatassal volt a szinapszisok
erdsségét szabalyozd hosszii tavi folyamatokra. Ezen
eredményeink azt mutatjak, hogy a dendritek képesek
hasznositani a hibrid vAP-ban kddolt analdg

informacidtartalmat.

6. KOVETKEZTETESEK

Az értekezés fO eredményei a kovetkezd pontokban
foglalhatok dssze:

e A szemcsesejt dendriteken az mGluR2 aktivalasa
G-fehérjek  kozvetitésével GIRK  csatornak
nyitasahoz vezet.

e Az mGIluR2 hatasa egy térben koriilhatarolt
dendritszakaszrol ered A dendritikus mGluR2
gatlas stratégiai térbeli elhelyezkedése lehetdséget
ad az egyes dendritdgak szerepének kiilonallo

szabalyozésara.
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A dendritikus mGIluR2 hatast nem altalanos
mechanizmus a hippocampus-ban, a vizsgalt

sejtek koziil csak a szemcsesejteken van jelen.

A VAP alakja és a hozza kotédd kalciumjelek
képesek analdg informéciot tovabbitani a sejttest
allapotardl a dendritek iranyaba.

Osszetett mechanizmusok térben koordinalt

miikddése felelds a dendritikus hibrid jelatadasért.

A VvAP-ban koédolt analdég informéciotartalom

hasznosulhat a disztalis dendritek szinapszisaiban,

példaul a plaszticitasi folyamatok soran.
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