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1. ROVIDITESJEGYZEK

1. SWR - Sharp Wave-Ripple

2. CA —cornu ammonis

3. GABA - gamma-amino vajsav

4. GD - Gyrus dentatus

5. CCK - kolecisztokinin

6. PV —parvalbumin

7. LFP —lokalis mez6potencial (local field potential)

8. ACSF — mesterséges agy-gerincveldi folyadék

9. EPSC — serkentd posztszinaptikus aram

10. IPSC — gatl6 posztszinaptikus dram

11. str. rad. — stratum radiatum

12. str. pyr. — stratum pyramidale

13. IEI — események kozti id6tartam (interevent interval)

14. RPN - ripple negativ ciklus (ripple negative cycle)

15. MU — multiunit

16. TTX — tetrodotoxin

2. ABRAJEGYZEK
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3. BEVEZETES

1. Az agykérgi oszcillaciok szerepe

Emlésok elektroenkefalogramjaban kiilonb6zo oszcillaciok jelentkeznek, melyek az
agykéreg eltéré magatartdsformakhoz asszocialt aktivitdsmintdzatait jelzik és feltehetéen az
agykéreg kiilonbozé informécio-feldolgozo allapotait kisérik. Ma ugy gondoljuk, a kérgi
oszcillaciok teremtenek kapcsolatot a viselkedés és egyetlen idegsejt aktivitasa kozotth. Az
emlOsok agykérge képes az életiik soran Osszegyiijtott informaciokat rdgziteni, tarolni,
megerdsiteni €s sziikség esetén el6hivni. Ezen memoriafolyamatokban nagy Szerepe van a

temporalis lebenyben talalhaté hippokampusz nevii archikortikalis strukturanak.

2. A hippokampuszra jellemzo elektromos aktivitasmintazatok és szerepiik

A hippokampusz fiziologias elektromos aktivitdsmintdzatai kozé tartozik a théta-
modulalt gamma aktivitas, mely felderitd0 magatartas alatt jelentkezik. Lassti hullamu alvas és
éber nyugalmi allapot alatt regisztralhatéak az un. éles-hullamok (Sharp Waves), melyekre
egy magas frekvencias Gn. Ripple (200 Hz; egyiitt Sharp Wave-Ripple, SWR) oszcillacio
szuperponalodik®3, Ma mar széleskoriien elfogadott Buzsaki Gyorgy azon elmélete, miszerint
e két EEG mintazat a memoria rogziilés két kiilonbozo fazisaért felelds. Théta aktivitas alatt
torténik meg a kiilvilag informacioinak begyijtése, leendé emléknyomok kialakulasa, mig
¢les-hullam fazis alatt zajlik a begy(ijtott informdacidé szlirése, a memodrianyomok
konszolidacidja és rogziilése. A temporalis lebeny memoriafolyamatokban betoltott szerepére
mar koran fény deriilt az epilepszias betegek gyogyitasara alkalmazott temporalis lobektomia
kovetkeztében. Késobb allatkisérletekkel is sikeriilt bizonyitani, hogy a hippokampusznak
esszencialis szerepe van a deklarativ memoria kialakuldsdban és a térbeli tajékozodasban.
Ujabb kutatasok kozvetleniil bizonyitottak éber allatban a taplalkozas alatt jelentkezd éles-
hulldimok memoridban betoltdtt szerepét is: az ¢éber éles-hullimok megzavarasanak
kovetkeztében csokken az éllat teljesitOképessége a memoriafeladatokban”.

Az informacidé kodolasa a héldzatot alkotd sejtek térben és iddben szabdlyozott
tiizelési mintazatan alapszik. Nadasdy és mtsi. kimutattak, hogy éles-hullam aktivitas alatt
idoben tomdritve reaktivalodnak azok a piramissejt tiizelési mintazatok, melyek azt
megeldzdéen gamma aktivitds alatt jelentkeztek5, ¢s feltehetdleg a begyljtott informaciot

biologiai reprezentacidja reprezentaljak.



3. A hippokampusz és az éles-hullamok.

A hippokampusz a temporalis lebenyben talalhato, két {6, Osszefonddd része az

ammonszarv (cornu ammonis, CA) és a gyrus dentatus (GD; magyarul fogazott tekervény,
azonban ez az elnevezés kevésbé hasznalatos). Az ammonszarv tovabbi régidokra bonthat6:
CA3, CA2, CAl. Minden régidoban megtalalhatdé az ammonszarvra jellemzo rétegzettség,
mely rétegekben kiilonb6z6 idegsejt tipusok taldlhatoak. A piramis rétegbe (stratum
pyramidale; str. pyr.) rendezddve helyezkedik el az ammonszarv egyetlen principalis
sejttipusa, a piramissejt (PS), mely az idegsejtek 80%-at teszi ki, neurotranszmittere a
glutaminsav. Tovabba legalabb 21 kiilonb6z6 gamma-amino-vajsavat (GABA) felszabadito
neuron tipus helyezkedik el az ammonszarv kiilonb6z6 rétegeibenG. Az agykéregben jelenlévo
interneuronokra jellemz6é diverzitas funkcionalis jelent6ségének mibenléte, a mai
idegtudomanyi kutatasok egyik legizgalmasabb kérdése.
Kutatasom szempontjabol kiemelkedd jelentdségiiek a periszomatikus régiot innervald
interneuronok. Ide tartoznak a Kkolecisztokinin tartalma (CCK+) szabalyosan-tiizelé
kosarsejtek, parvalbumin tartalmt (PV+) gyorsan-tiizel6 kosarsejtek ( fast-spiking basket cell;
FSBC) valamint a szintén PV+ axo-axonikus, régebbi nevén kandelaber sejtek®”®.

Habar a CA régiok makroszkopikus anatomiai felépitése igen hasonld, szamos, az
oszcillacidgenezis szempontjabol fontos tulajdonsagokban kiilonboznek. A CA3 régid
onmagaban képes SWR és gamma aktivitast generélnigfll, annak koszonhetéen, hogy itt a
legerésebb a piramissejtek kozti rekurrens kollateralis rendszer. A CA1 teriilet csak "atveszi"
a CA3ban kialakul6 aktivitdsmintazatokat.

Hajos N. és mtsai. kifejlesztettek egy Un. dupla prefiizids sumberged-tipust szelettartd
kamrat, melyben a jobb oxigén-ellatottsag kovetkeztében a vastag hippokampalis agyszeletek
spontan SWR aktivitist mutatnak'? . Ezt a technikat alkalmazva, kit{inden vizsgalhato az

azonositott sejtek aktivitasa parhuzamosan a SWR oszcillacioval, in vitro.



4. CELKITUZESEK

A hippokampalis SWR aktivitas funkcionalis jelentésége mara vitathatatlan, azonban
a mogotte allo halozati és sejtszintli mechanizmusok kevéssé ismertek. TDK munkam célja

az, hogy jobban megértsiik ezeket.
Négy 16 célunk a kovetkezoek voltak:

Meghatarozzuk milyen komponensek vesznek részt a mezdpotencial kialakitdsaban a piramis
rétegben, hogyan formalodik a SWR.

A kisérleti médon meghatérozott sejt és halozati szintli aktivitas dinamikdjara alapozva
felallitsunk egy modellt az éles-hullamok keletkezésére, mely képes predikcidkat adni
kiilonboz6 beavatkozasok hatasara.

Megértsiik hogyan generalodik az ¢les-hullamon talalhatdé magas frekvencias ripple
oszcillacio.

Fényt deritsiink a SWR terminéacié mechanizmusara.

5. ANYAG és MODSZER

A kisérletekhez 17-25 napos “CD1”,”C57Bl/6]” ¢és transzgénikus egereket
hasznaltunk fel. A kisérletekben felhasznalt allatok tartdsa ¢és felhaszndldsa megfelelt az
allatkisérletek végzésérdl szolo 243/1998. (XII. 31.) kormanyrendeletnek. A kisérleti
procedurakat az MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézetének Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsaga is engedélyezte.

Két transzgénikus egértdrzset hasznaltunk, hogy célzottan vezethessiink el a
periszomatikus régidt innervald interneuronokbol. A gyorsan tiizeld kosarsejtek és axo-
axonikus sejtek vizsgalatahoz egy olyan egértorzset hasznaltunk melyben az (erdsitett) zold
fluorescens protein (eGFP) expresszio a parvalbumin promoter szabalyozasa alatt all*®. A
harmadik periszomatikus régiot innervalo CCK-t expresszald szabalyosan tiizel6 kosarsejtek
vizsgalatat egy olyan egértorzs segitségével végeztiik melyben a dsRED expreszié a CCK
promoter szabalyozasa alatt all (Dr. Szabo Gabor, eddig nem publikalt). Ezen sejteket

kisérletek soran epifluorescens médon azonositottuk.



Az éallatokat izoflurdnnal elaltattuk, majd dekapitaltuk. Dekapitalas utdn az agy
jéghideg vago oldatba keriilt (tartalma mM-ban: szukroz, 252; KCl, 2.5; NaHCO3, 26; CaCl,,
1; MgCl,, 5; NaH,PO, 1.25; glikoz, 10; karbogén gazzal (5% CO,; 95% Oy)
buborékoltatva). Az 4allatok hippokampuszab6l vibratémmal 400-500 pm, illetve
parelvezetések esetében 200 um vastag horizontalis szeleteket készitettiink. A szeleteket 36°
C karbogén gazzal buborékoltatott mesterséges agy-gerincveldi folyadékot (Artifical
CerebroSpinal Fluid; ACSF) tartalmazo interface-tipusu kamraba helyeztiikk, amely masfél
oras inkubacid soran fokozatosan szobahdmérsékletre hiilt. A standard ACSF tartalma mM-
ban: NaCl, 126; KClI, 2.5; NaH,PO,4 1.25; MgCl, 2; CaCl, 2; NaHCO; 26; és 10 mM gliik6z
nagy tisztasagl desztillalt vizben feloldva, karbogén gazzal buborékoltatva.

A Kkisérleteket 32 Celsius fokon, submerged-tipusi kamraban, ACSF perfizio
(4ml/perc) mellett végeztiik. Az oszcillaciomérések esetében egy specialis dupla-perfzios
kamrat hasznaltunk, mely hatékonyabb oxigén ellatottsagot biztosit a sejtek szamara, ezaltal a
hippokampuszban spontdan SWR aktivités jelentkezik.

A mezdpotencidl méréseket ACSF-el toltott patch pipettaval (4-6 MQ) végeztik. A
rétegébdl (str. pyramidale) vezettiik el.

Az egyedi sejtek tiizelési mintazatanak vizsgalatait ACSF-el toltott patch pipetta
segitségével loose-patch konfiguracidban végeztiik, melyeket az intracellularis oldathoz adott
biocytinnel (3mg/ml) feltoltottiink, majd fixaltunk (4% paraformaldehiddel) késobbi
anatomial azonositasra.

A sejtekre érkez0 szinaptikus aramok vizsgalatat whole-cell voltage-clamp
konfiguracioban végeztiik, K-glilkonat alapu intracellularis pipetta-oldat hasznalataval (mM-
ban: K-gliikkonat, 138; CsCl, 3; foszfokeratin, 10; ATP, 4; GTP, 0.4; HEPES, 10; QX-314,
0.2; biocytin, 3 mg/ml, pH: 7.3-7.35; 300 mOsm/L).

A serkentd posztszinaptikus aramok (Excitatory Postsynaptic Current; EPSC)
regisztralasa soran a vizsgalt sejt membranpotencidljat a gatld 4aramok (Inhibitory
Postsynaptic Current; IPSC) becsiilt reverz-potencialjan (~ -70 mV) rogzitettiik. Az IPSC-k
regisztralasa soran a sejt membranpotencialjat az EPSC-k becsiilt reverz-potencialja koril (~
0 mV) tartottuk. Utobbi esetben a sejtek tiizelését a pipetta oldatban jelenlévé QX-314-el
gatoltuk.

Parelvezetések soran a preszinaptikus sejtben alkalmazott oldat 6sszetétele mM-ban:
Kalium glukonat, 110; NaCl, 4; Mg-ATP, 2; HEPES, 40; GTP, 0.3; biocytin, 3mg/ml; pH

7.3, 298 mOsm/L. A posztszinaptikus sejtben alkalmazott pipettaoldat sszetétele mM-ban:



CsClI 80, Cs-gluconate 60, MgCI2 1, Mg-ATP 2, NaCl 3, HEPES 10, QX-314 5, pH 7.3, 295
mOsm/L

A lokalis droghatasok vizsgalatara alkalmas drog injektalas modszerét
laboratoriumunkban ¢én alkalmaztam eldszor, kidolgozva a technikai részleteket. Az
anyagokat ACSF-ben oldottam, majd patch pipettara adott nyomas segitségével juttattam a
szovetbe. Hogy elkeriiljem a buborékoltatds hianyaban a pipettaba toltott ACSF pH-janak
savas iranyba tolodasat, kiilon erre a célra készitettem egy modositott ACSF-et (tartalma mM-
ban: NaCl, 126; KCI, 2.5; NaH,PO4, 1.25; MgCl,, 2; CaCl,, 2; HEPES, 26; és 10 mM gliikoz,
nagy tisztasagu desztillalt vizben feloldva, pH=7.4; 301 mOsm/L).

Miutan elkésztettem a moédositott ACSF-et, tobb kontrollmérést is végeztem, hogy
megbizonyosodjam arrol, hogy drog nélkiil nincs hatasa az injekcionak sem az LFP-ra, sem
az egyedi sejtek tiizelésére, sem a sejtekre érkezo aramokra.

Minden altalam végzett kisérlet analizisét magam végeztem, Gulyas Attila altal irt
(Delphi 6.0) programok scriptelésével. A regisztratumokat megsziirtem az egyes paraméterek
meghatarozasdnak megfelelden, majd a kidetektalt eseményeket idében bineltem, illetve
korrelaciokat szamoltam rajtuk.

A lokalis injekciok esetében tizszeresét haszndltam a perfuzids oldatban altalanosan
hasznalt koncentracioknak, az anyagok gyors diffizioja és a kimosddas miatt. A kisérletek
soran felhasznalt anyagok (szarmazasa) és koncentracidja: TTX (Almone Labs, Izrael): str.
pyr:1 nM, str. rad: 10 uM; Gabazine (Tocris) : 1 uM; Riluzole (Sigma-Aldrich): 10 pM;
DAMGO (Sigma-Aldrich): 1 uM; ®-Agatoxin (Almone Labs): 500 nM, ®-Conotoxin
(Almone Labs): 500 nM.



6. EREDMENYEK és MEGVITATASUK

1.A Szinaptikus aktivitdas dinamikdaja, a halozati oszcillacio kiilonbozo

fazisaiban.

Hogy megértsiik, az éles-hullamok hogyan keletkeznek, parhuzamosan mértik a
mezOpotencidlt a str. pyramidalebdl, hogy monitorozzuk a halézati aktivitast, valamint
mértiik a serkentd és gatld posztszinaptikus aramokat (EPSC; IPSC) piramissejtekbdl és
interneuronokbol (n=80; 100-200 SWR/sejt, ezen elvezetéseket Németh B., Karlocai R. és

Hajos N. végezte), hogy vizsgaljuk a serkentd és gatldo rendszer aktivitasat az éles-hullam

kiilonbozé fazisaiban. A kidetektalt éles-hullam csticsokra peristimulus hisztogrammot
szamitottunk a kidetektalt szinaptikus eseményekbdl valamint atlagoltuk a SWR

mezdpotencialt.

Alapszakasz normalizalt valészinisé

Csiics normalizalt valésziniség

09

e — EPSC B
o7 — IPSC

s —— RPN

os

0.4 — MU

03

N

° 0
&

O I, —

-80 -75 -70-65 -60 -55 -50 ~45-40-36 -30-25-20 -15-10 -5 O 5 10 15 20 25 30 36 40 146 (msec)

1 Abra; Szinaptikus események dinamikdja a SWR hdaldzati aktivitds kiilonbozd fizisaiban.

A; SWR cstcshoz legkdzelebbi ripple negativ csuccsal triggerelt IPSC/EPSC (abszolut)
valdszinliségek eloszlasi hisztogramja. A ”0” pont az éles-hulldm csucsot jelzi. Eldtte és

utana lathaté a kiillonb6z6 események valosziniisége a SWR eltérdé fazisaiban. Jol latszik,




hogy két SWR esemény kozott az EPSC-k frekvencidja magasabb, mint az IPSC-ké (nyil). B;
Az ,,A”-val megegyezden triggerelt és maximalis valoszinliségre normalizalt EPSC, IPSC,
ripple negativ csucsok (RPN) és multiunit (MU) eloszlasi hisztogramok. Az EPSC frekvencia
60 msec-mal az éles-hullam csucs eldtt kezd emelkedni (kék nyil), majd exponencidlisan
novekszik. Az IPSC frekvencia emelkedése gyorsabb felfutdsu, azonban 20 msec-mal késébb
indul (r6zsaszin nyil). A ripple oszciallacio csak akkor indul, amikor mind a serkent6 mind a
gatlo aramok frekvenciaja elég magas. A piramis rétegben detektalhatdé MU aktivitas a ripple

negativ ciklusok cstcsaihoz faziskapcsolt.

Azt talaltuk, hogy az EPSC-k frekvencidja 60 msec-mal az éles-hullam csucs el6tt kezd
emelkedni egy allandod, alacsony szintr6l (1. abra), majd exponencialisan felfut. Ezt 20 msec
késéssel koveti az IPSC-K frekvencia emelkedése, mely szinte nullar6l indul és gyorsabban
n6é, mint az EPSC frekvencia. Amikor az IPSC-k és EPSC-k frekvenciaja kellden magas,
megjelenik a ripple oszcillacid, mely moduldlja a serkentd és gatlé dramok fazisat.

Az alapszakaszon jelentkezd EPSC frekvencia, és annak exponencidlis emelkedése azt
sugallja, hogy a serkentés felépiilése spontan aktivalodd Kritikus méretli piramissejt
populéaciobol indul, amely a kritikus szint felett, a rekurrens kollateralis rendszerben beinditja

az aktivitas felépiilését és egy SWR keletkezik.

2. Az éles-hullam keletkezés matematikai modellje és kisérletes igazolasa

A tobb mint 84 szeletben megmért éles-hullamok cstcsai kozt eltelt id6
(interevent interval; IEI) eloszlasi hisztogramja a sztohasztikus mechanizmusokra jellemz6
gamma eloszlast mutat (2. abra/A). Tovabba rovid IEI hosszaknal egy rés van, mely id6n
beliil nem indulhat uj SWR. Ez egy sejt- vagy halozati szintli refraktor mechanizmus
jelenlétére utal.

Dr. Kaéli Szabolcs készitett egy egyszerli matematikai modellt, melyben a SWR
keletkezés e két mechanizmus fiiggvénye. Amikor az aktivitds elér egy kritikus szintet, a
rekkurens serkentés ezt felerdsiti és beindul egy SWR. Minden kisérletesen meghatarozott
(részben sajat méréseimbdl adodo) IEI eloszlashoz konnyedén illeszthetéek voltak a modell

altal generalt IEI eloszlasok (2. abra/A).
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2. Abra; Az éles-hullam keletkezés megmagyardzhatd egy kevert sztohasztikus-refraktor

modellel.

A; A kisérletesen meghatarozott IEI eloszlasokhoz (kék) egyszerlien tudtuk illeszteni a
modell altal generalt IEI eloszlasokat (piros). A modell sztohasztikus komponensének joslata:
minél nagyobb a halozat, annal szabalyosabban és nagyobb rataval keletkeznek az éles-
hullamok. B; Hogy ezt a predikciot teszteljem, a str. pyramidalébol torténd mezopotencial
elvezetés mellett lokalisan tetrodotoxint (TTX) injektaltam a str. radiatumba, hogy
részlegesen blokkoljam az akcids-potencidl vezetést, ezdltal csokkentsem a funkcionalis
halézati méretet. Rovid és hosszii TTX injekciot alkalmazva, a SWR réta csokkent, valamint
az IEI eloszlas jobbra tolodott, és szélesebb lett. Ezen eredmények megerdsitik a modell

helyességét.

Egy j6 modell joslatai kisérletesen tesztelhetdek, és ugy viselkedik ahogy a vizsgalt
rendszer. A modelliinkben 1év6 sztochasztikus mechanizmus predikcidja: a haldzati méret
novekedésével az éles-hullamok szabélyosabb i1d6kozonként, ¢és nagyobb rataval
jelentkeznek. Hogy ezt kisérletesen igazoljam, kis mennyiségli tetrodotoxint (TTX)
injektaltam a str. radiatumba, parcialisan blokkolva az akcids potencial vezetést a rekurrens
kollateralis rendszerben, ezéltal csokkentve a funkcionalis halozat-méretet. A predikcionak
megfeleléen, TTX hatasara csokkent a SWR rata (68+17%; n=19) (3. Abra/B) , valamint az
IEI (3. Abra/C) eloszlas szélesebb lett (szabalytalanabb IEI hosszak kovetkeztében), és jobbra

tolodott (a rata csokkenése miatt).
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3. A piramis rétegben mérheto éles-hullam mezopotencial komponenseinek

elkiilonitese

Az ¢les-hullam mezdpotencidlnak két komponense van, szinaptikus aramok és
faziskapcsolt akcios potencidlok. Hogy elkiilonitsem ezek hozzajaruldsat a piramis rétegben
mérhetd mez6potencial kialakitdsdhoz, lokalis drog applikaciokat alkalmaztam. Hogy a
halozati aktivitas megzavarasa nélkiil lokalisan tudjam befolyasolni az aktivitast, az elvezetd
csatorna kozelében patch pipettaval injektaltam drogokat. Ek6zben egy kontroll csatornaval
(~100 um tavolsagban) ellendriztem, hogy a drog applikacionak csak lokalis hatasai vannak,
nem befolyasolja a halozati miikodést. Ennek a technikanak a bevezetését valamint

kalibracidjat én végeztem el.

3./1 A faziskapcsolt akcios potencidlok hozzdjarulnak az SWR mezdpotencial

kialakitasahoz.

A szakirodalomban ko6zolt adatok szerint, megfelelden alacsony TTX koncentracid
blokkolni képes az akcidés potnecidlok kialakuldsat, de a vezetést és a transzmitter
felszabadulast nem zavarja meg™. Ennek megfeleléen a MU komponens elkiilonitéséhez 1nM
TTX koncentraciét hasznaltam a puffanté oldatban (hogy a szinaptikus jelatvitelt legkevésbé
befolydsoljam). TTX injekci6 hatidsara, az ¢éles-hullam ¢és ripple amplitido csokkent
parhuzamosan a MU frekvenciaval, azonban azok faziskapcsoltsaga a ripple ciklusokhoz és

az altalanos SWR struktura ép maradt (3. abra).
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3. Abra;: A multiunit komponens hozzdjdruldsanak meghatdrozdsa a SWR mezdpotencidlhoz.

A; Parhuzamosan regisztralt mezépotencial a CA3 str. pyramidale régid két pontjabol. A
kontroll csatorna (felsd) bizonyitja, hogy a TTX puff lokélisan hatott a mésodik (als6) LFP
elektroda kornyezetében (két elektroda tavolsaga: ~100 um, n=7 vizszintes skala (vs): 1 perc;
fliggbleges skala (fs):
100 pV). Az

alapszakaszon (B) és a

A Kontroll csatorna

hatasszakaszon (©

regisztralt ¢les-hullamok

csucsahoz legkozelebbi ' ' il
B gl B B C £ B B~ <

ripple-negativ ciklus

, . Alapszakasz PUFF
csuccsal triggerelt

L g

szliretlen LFP atlagok |00 v

10 ms

(feliil), valamint a ripple WM_HWW\NW

oszcillaciora szlrt
(savéteresztd sziird; 80- WWWM
200 Hz) atlagok (alul)
lathatéak. Alap (D) és o me ! w

hatasszakaszon (E)
I‘eglsztl’élt, mUltiunitra 120 %7 MU frq csokkenés

(MU) szirt  (felil | 1°°%]

ateresztd sziird; 300 Hz) | *™]

LFP elvezetés (feliil), és
a kidetektalt akcios

60 %

Valészinliség

40 %

20 % I
potencialok raszter-plot SRS ™ Teo 5 +50 '

msec msec

abrazolasa egymast
kovetd éles-hullamok alatt (alul). F; Az alapszakaszhoz viszonyitott relativ MU frekvencia
csokkenés TTX injekcié hatasara. G; SWR cstcs- multiunit keresztkorrelacio (fekete:

alapszakasz, piros: hatasszakasz).

13



3./2 A gatlo szinaptikus aramok hozzdjarulnak a SWR lokdlis mezopotencial

kialakitasahoz.

Hogy elkiilonitsem a gatlas hozzajarulasat az LFP-hez, lokalis gabazine puff

segitségével gatoltam a GABAAa receptorok medialta posztszinaptikus gatlo aramokat (4.

abra). Gabazine puff hatasara az éles-hulldm amplitid6é kozel nullara csokkent, valamint

eltiint a ripple oszcillacid. Meglepden a MU frekvencia csokkenését is tapasztaltam, mely arra

utalhat, hogy a gatlas valamilyen modon tamogatja a piramissejtek tiizelését SWR alatt™. A

TTX-el végzett kisérletekkel ellentétben, gabazine puff hatasara csokkent a MU tiizelés ripple

oszcillaciohoz torténd faziskapcsoltsaga is.

4. Abra; A lokdlis gdtlédramok hozzdjdruldsanak elkiilonitése a SWR mezdpotencidltdl,

A; Péarhuzamosan regisztralt

mezopotencial a CA3  str.
pyramidale régi6 két pontjabol.
A kontroll (felso)

bizonyitja, hogy a gabazine puff

csatorna

lokéalisan hatott a masodik (also)
LFP
(két elektroda tavolsaga: ~100

elektroda kornyezetében
um; n=8; vs:1 perc, fs:100 puV ).
Az alapszakaszon (B) ¢és a
hatasszakaszon (C) regisztralt
atlagok (feliil), valamint a ripple
oszcillacio atlagok (alul). Alap
(D) ¢és (E)
regisztralt, MU-ra sziirt LFP
(feliil), és a kidetektalt akcios

hatasszakaszon

potencialok raszter-plot

abrazoléasa tobb egymast kovetd

SWR alatt (alul). F; Az
alapszakaszhoz viszonyitott
relativ MU frekvencia
csokkenés.
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hatasszakasz). A gabazine injekcid esetében, az éles-hullam amplitdd6 az alapszakaszhoz
viszonyitva kozel nullara csokkent, valamint a ripple oszcillacié eltiint. A regisztralt akcios
potencidlok faziskapcsoltsaga a TTX injekcidval ellentétben megsziint, valamint meglepd

modon szamuk is lecsokkent.

Ezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy:
1. A galto aramok adjak a fo LFP komponenst a piramis rétegben SWR alatt.
2. A galtas felelos a MU tiizelés ripple-faziskapcsoltsaganak kialakitasaért.

3. A gatlas eldsegitheti a piramissejtek tiizelését az éles-hullam alatt.

* Loose-patch konfiguracioban az altalunk vizsgalt gatlosejtek emelik tiizelési
frekvencidjukat gabazine puff hatdsara, ezaltal tdlik nem szarmazhat a MU aktivitas

csokkenése (6.alfejezet).

4. A piramis rétegben mérheto LFP gatlo komponensének generalasaert felelos

sejtpopulacio azonositasa.

A kovetkezd kisérletsorozatban megprobaltam azonositani azt a periszomatikus régiot
innervalo interneuron populdciot, amely az el6zden kimutatott gatlo komponensért felelds. A
bevezetdben emlitett harom sejttipus koziil a PV+ populaciot alkoto sejtek axonterminalisain
P/Q-tipusu fesziiltségfliggd kalcium csatornak fejezédnek ki. Ez a csatorna medialja a GABA
kibocsatast PV+ sejtek terminalisaibol™, és (egyes pokok mérgébél izolalt), m-Agatoxin nevii
peptid segitségével irreverzibilisen blokkolhatd. Ezaltal szelektiven gatolhaté a PV+ sejtek
transzmitter kibocsatdsa. A CCK+ periszomatikus régiot beidegz0 interneuronalis
sejtpopulacio  tagjai  N-tipusu  fesziiltségfiiggd  kalciumcsatornakat  fejeznek ki
axonterminalisaikon, mely (kipcsiga mérgébdl izolalt) w-Conotoxin segitségével szelektiven
gatolhat6. Ennek segitségével, a CCK+ interneuronok transzmitter kibocsatasa gatolhato™.
Szeletben kimutattak, hogy az w-Agatoxin, valamint o-Conotoxin szintén csokkenti az
egységnyi EPSP amplitadot'®. Azonban mivel a CA3 teriiletén a piramissejtek periszomatikus

crer

injekciokkal végzett kisérleteimben.
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4.1 A CCK+ szabalyosan tiizel6 kosarsejtek nem jarulnak hozza a SWR

mezopotencial kialakitasahoz a piramis rétegben.

Hogy elkiilonitsem a CCK+ szabalyosan tiizel6 kosarsejtek LFP-hez valdé hozzajarulasat, a

halozati aktivitdas megzavarasa nélkiil, o-Conotoxint (500 nM,

~30 sec) puffantottam

lokalisan egy str. pyramidaleban elhelyezkedé LFP elektroda kozvetlen kozelébe (n=5). Az

injekcid hatasara nem kovetkezett be szignhifikans valtozas egyik SWR paraméterben sem,

tovabba a MU tiizelés frekvencidjaban ¢és azok féaziskapcsoltsigdban sem tapasztaltam

valtozast. (5. abra)

5. Abra; A CCK+ szabdlyosan tiizeld kosdrsejtek nem jarulnak hozzd a SWR LFP-hez.

A; LFP elvezetés a CA3 régio piramis rétegébdl. A kontroll csatorna (~100 um tavolsagban)

nincs feltiintetve az abran.
fs: 100 upV). Az
(B)

szamottevo

perc;
alapszakaszhoz
viszonyitva

valtozds nem tortént a
SWR
Conotoxin puff hatasara
(C) (vs: 10 msec, fs: 100
uv),

tapasztaltam valtozas

jellemzdéiben -

valamint nem
a
MU aktivitds mértékében
(D,E,F), ¢és az akcios
potencialok

faziskapcsoltsdgaban sem

(G).
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4.2 A PV+ sejtek felelosek az éles-hullam LFP generalasaért és a MU

szinkronizalasert.

Amikor a PV+ gyorsan tiizel6 kosarsejtek és axo-axonikus sejtek transzmitter

kibocsatasat blokkoltam w-Agatoxin (500 nM, ~30 sec) puffantassal (n=6), a Gabazinnal

végzett Kkisérletek eredményéhez hasonld valtozasokat tapasztaltam. Az ¢éles-hullam

amplitddd kozel nullara csokkent a ripple oszcillacioval parhuzamosan (6. abra). A MU

tiizelés faziskapcsoltsaga, és frekvencidja lecsokkent, a Gabazine-hatassal megegyez6

mértékben.

6. Abra; A PN+ odtlésejtek adjdk a 16 éles-hulldm LEP komponenst, és szinkronizdljdk a MU

tiizelést a piramis rétegben.

A; LFP elvezetés a CA3 régio

piramis rétegébdl w-Agatoxin
injekcio mellett (markerek), a
kontroll csatorna (~100 pm
tavolsagban) nincs feltiintetve
az abran (vs: 1 perc; fs: 100
uV). Az alapszakaszon (B) és
az w-Agatoxin hatasa alatt (C)
regisztralt éles-hullam atlagok
(felil), wvalamint a ripple
oszcillacio atlagok (alul; vs:
10 msec; fs: 100 puV).

Alap (D) és hatasszakasz alatt
(E) regisztralt MU-ra sziirt
LFP  elvezetések  (feliil),
valamint a kidetektalt akcids
potencialok raster-plot (alul)
abrazoldsa egymast kovetd
SWR események alatt. F; Az

alapszakaszhoz  viszonyitott

A

80 %

60 %

40 %

20 %

agatoxin

agatoxin

C

MU frq cs6kkenés

\

alapszakasz w-agatoxin

Valoszin(iség
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relativ MU frekvencia csokkenés injekcié hatasara, valamint a MU-ok SWR csuccsal valo

keresztkorrelacioja (fekete: alapszakasz, piros: hatasszakasz) (G).
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Az utobbi két kisérlet eredményei a kévetkezokre engednek kévetkeztetni:

1. A piramis rétegben mérheté gatlo LFP komponenst a PV+ sejtek GABA kibocsatasa
okozza.

2. Ez a gatlas felelds a MU tiizelés ripple-faziskapcsoltsagaért.

3. Az agatoxinnal végzett kisérlet tovabb tamogatja azt a korabbi eredmeényt (3./2), miszerint

a gatlas valamilyen médon eldsegiti a piramissejtek tiizelését.

5. 4 gyorsan tiizelo kosarsejt axonok szelektiv lézioja deszinkronizalja az éles-

hullamokat és a ripple oszcilldciot a piramis rétegben.

Az eldz6 kisérletek azt bizonyitjak, hogy a PV+ sejtek (AAC, FSBC) fontos szerepet
jatszanak az éles-hulldm mezdpotencial és a ripple oszcillacié kialakitdsaban. A kérdés az:
hogyan?

Kordbban modellezék leirtdk, hogy szinaptikusan kolcsondsen Osszekotott gatlosejt
halézatok, serkentéssel meghajtva, képesek magas frekvenciaju oszcillacio 1étrehozasara.
Jelenlegi tudasunk szerint a kolcsonds szinaptikus kapcsolat kritériuméanak csak a PV+
kosarsejtek felelnek meg a PV+ populaciobol. Hogy teszteljem ezt a hipotézist, kihasznaltam
azt a szerencsés tulajdonsagukat, hogy axonjaik egy jol definidlt alrétegben futnak a str.
pyramidale és a lucidum hataran'®. Egy apro bevagast kdvetden ebben a régidban (7. abra/B),
elvezettem a LFP-t a vagas két oldalan (7.Abra/C). A kidetektalt éles-hullam csucsok kozt, és
a ripple negativ cstcsok kozt is keresztkorrdldciokat szamitottam. A kapott értékeket
Osszevetettem olyan mérésekkel, melyekben nem alkalmaztam vagast, de a két LFP elektroda
a vagas két oldalan a ripple oszcillacid deszinkronizalodott, valamint az éles-hullamok
id6zitésében ~40 milliszekundumos 16ty6gés jelentkezett. Azonban a két csatornan az SWR-
0k mindig egymas kozelében jelentek meg, hiszen a vagas két oldalan a sejtek egyszerre
felépiilo, k6zos serkentd bemenetet kapnak. A kisérletet elvégeztem a rekurrens kollateralisok

crcr

fenti valtozasokat (az abran nincs feltiintetve).
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7. Abra; A eyorsan tiizel§ kosdrsejt axonok szelektiv lézidja deszinkronizdlia az éles-

hullamokat és a ripple oszcillaciot a piramis rétegben.

A; Két egymastol ~150 um-re elhelyezkedo elektrodaval elvezetett LFP. Az abran jol latszik,
hogy bevagas nélkiil, az éles-hullam csucsa (E/Kontroll), valamint a ripple oszcillacié negativ
csucsai (D/Kontroll) is korrelalnak a két csatorna kozt. B; A str. pyramidale/lucidum hataran
futd6 FSBC axonok lézidja utdn, a bevagas két oldalan (egymastol ~150 um-re elhelyezkedd
elektrodakkal) elvezetett LFP. Jol lathato hogy az ¢€les-hullamcstucsok (E/Bevagott), valamint
a ripple oszcillacio csucsai (D/bevagott) is deszinkronizalédtak. C, A kisérleti felallast
abrazolo rajz. Pirossal a gyorsan tiizeld kosarsejtek, és horizontalisan futd axonjaik, feketével
a piramissejtek, és a rekurrens kollateralis rendszeriik lathatd. Az ”X”-el lathato jelolés a
bevagas helyét jeloli. D; A két csatornan regisztralt ripple negativ csucsok kozti
keresztkorrelacié ,kontroll” és ,bevagott” esetekben. E; A “bevagott” illetve “kontroll”
szeletekben, a két csatornan regisztralt éles-hullam csucsok kozti keresztkorrelacio. (chl- 1.

csatorna, ch2- 2. csatorna, mértékek: 10ms, 50 pV)

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PV+ gyorsan tiizel6 kosarsejteknek kritikus

szerepe van a ripple oszcillacio genezisben és a fazis-szinkronizaldsban.
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6. A gyorsan tiizel6 kosarsejtek tiizelési és szinaptikus tulajdonsagai.

Ezutan megvizsgaltam a gyorsan tiizeld kosarsejtek tiizelési mintazatat SWR aktivitas
alatt. A korabbi irodalmi adatokat megerésitvelg,(Héjos N. és mtsi. kozlés alatt.), azt talaltam,
hogy 3-5 akcids potencialt tiizelnek egy SWR epizdd alatt, a ripple negativ csucsokhoz
faziskapcsoltan (8. éabra/A). Ez a tilizelési mintdzat megfeleld a ripple oszcillacio
generalasahoz.

Kollégam, Kohus Zsolt parelvezetések segitségével megvizsgalta a gyorsan tiizeld
kosarsejtek piramissejtekre adott szinapszisainak tulajdonsagait. A preszinaptikus sejtet (PV
+ kosarsejt) olyan mintazatban stimulalta, amely SWR aktivitas alatt jellemz6 ra. Korabbi
irodalmi adatokkal egyezen® azt talalta, hogy a FSBC piramissejtre adott gatlé szinapszisai
er6sen depresszalnak. Ez a szinaptikus depresszid, kombindlva a korabbi felfedezéssel,
miszerint a PV+ sejtek altal biztositott gatlas el@segitheti a piramissejtek tiizelését, egy
lehetséges mechanizmust adhat a SWR termindaciéra: ahogy csokken a gatlé aram amplitudoja
a soron kovetkezo ripple ciklusok soran, a piramissejtek nem tiizelnek tovabb, és megall a
SWR.

A kovetkezd kisérletben azt a hipotézist teszteltem, miszerint az egymas kozti
kolcsonds gatlas szinkronizalja €s teszi faziskapcsoltta ezen sejtek tiizelését. Ehhez loose-
patch konfiguracidban elvezettem a sejtek tiizelését SWR aktivitas alatt, majd lokalisan
GABA-erg gatloaramokat (n=3)

(8. abra/C.). Injekcié hatasara a

sejt  tizelésének  frekvencigja

emelkedett, valamint megszlint a If”
| |
ripple fazishoz valo kapcsoltsaga. lLl
I
(8. abra/D). I
LN L‘
]_ -1000 pA
8.Abra. A gyorsan _tiizeld ¢ D
kosarsejtek tiizelési és szinaptikus A N
tulajdonsdgai.  A; Eles-hullam l o
r

aktivitas (feliil) alatt, loose-patch

konfiguracidoban elvezetett majd ,__,,.........{{'me

késébb azonositott gyorsan tiizelé w || l |
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kosarsejt aktivitasa (hét egymast kovetd6 SWR alatt; alul). B; Gyorsan tiizel6 kosarsejt-
piramissejt parban mért szinaptikus aramok atlaga. A preszinaptikus kosarsejt, a SWR
aktivitas alatt ra jellemz6é mintazatban volt tiizeltetve. Az abran a szinapszis erds rovidtava
gabazine-t injektalva, a sejt tlizelési frekvencija nd, és aszinkronna valik a ripple ciklusoktol.
D; Gyorsan tiizel6 kosarsejt akcios potencialjainak autokorrelacioja. A vilagosabb szinek az
er6sebb korrelaciot jelzik. Jol lathatd, hogy az alapszakaszon (piros nyil elétt) a vizszintes
piros vonal alatt 2 vilagosabb sav lathatd, melyek a ripple ciklushoz kapcsolt tiizelést jelenitik
meg. Gabazine puff (piros nyil) hatdsdra megsziinik ez a faziskapcsolt tiizelés, igy ezek savok
elttinnek, majd id6vel (x-tengely=id6) regeneralédnak a kimosddas miatt. (A,C- vs: 10 msec,
fs: 100 uV; B, vs: 10 msec)

7. Riluzole (10 uM) globdlis alkalmazasa leréviditi a SWR-oket, és csokkenti a

ripple ciklusok szamadt.

Laboratériumunk kordbbi kisérleteibdl tudtuk, hogy a gyorsan tiizeld kosarsejt az
egyetlen sejttipus mely tobb mint 1-2 akcids potencialt (3-5/SWR) tiizel éles-hullam alatt
(Hajos N. és mtsi., kozlés alatt). Ennek megfeleléen egy olyan drogot kerestiink, mely képes
megakadalyozni, hogy egy idegsejt hosszli sorozatokban tiizeljen. A riluzole, mely egy TTX-
szenzitiv natrium csatorna blokkold, dozis fliggden képes blokkolni a perzisztens natrium
aramokat, igy potencialisan alkalmas erre a célra®’. Riluzole (10 uM) perftizios oldatban valo
alkalmazasaval (9. abra) a ripple ciklusok szama lecsokkent (n=6, 65,2+8%), valamint az
éles-hullamok szélessége is csokkent (81,22+1,7%). A MU aktivitas kisebb lett, azonban
faziskapcsolt maradt és behuzodott a rovidebb SWR-0k ala. Loose-patch kisérletekkel
ellendériztem a gyorsan tiizel6 kosarsejtek tlizelési mintazatanak valtozasat. A kontroll
korilmények kozt rajuk jellemzd 3-5 akcids potencidl/SWR lecsokkent 1-2 akcios
potencidl/ SWR-re (n=4, 41,6+8%). Az eddig megmért mas tipusu sejtek esetében, melyek 1-2
akcios potencialt tiizelnek egy SWR alatt, nem tapasztaltam valtozast (n=3), azonban ezek a

kisérletek még folyamatban vannak.
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9. Abra; Riluzole hatdsdra csékken a SWR szélessége és a ripple ciklusok szdma.

Alap (A) és hatasszakaszon (B) detektalt SWR (fent) és ripple oszcillacio (alul) atlagok
(vs:10msec; fs: 100 pV), tovabba a MU aktivitas (feliil), valamint a kidetektalt akcios
potencialok raster-plot abrazolasa (alul) egymast kovetd éles-hullamok alatt. E;
Keresztkorrelacio a loose-patch konfiguracioban elvezetett gyorsan tiizelé kosarsejt akcios
potencialjai, valamint az éles-hullam cstcs kozott. Az ”x”-tengelyen az id6, az “’y”’-tengelyen
nulldndl az éles-hullam csucs lathatd. A vildgosabb szinek jelzik az erdsebb korreldcios
értékeket. Jol lathatd hogy a vildgosabb savok mennyisége, amely a SWR koriili akcids
potencidlokat jelzi, riluzole hatasara 4-5-r6l lecsokken 2-re. Nem gyorsan tiizeld
kosarsejteknél (F) hatast nem tapasztaltam (vs: 1 perc). Az éles-hullamok szélességének
valamint MU aktivitas csokkenése tovabb tamogatja azt a korabbi eredményt, hogy a PV+
sejtek altal biztositott gatlas serkenti a piramissejtek tiizelését. SWR hamarabb megall, mivel
a PV+ kosarsejtek kevesebbet tiizelnek, ezaltal rovidebb ideig segitik el a piramissejtek

tizelését.
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8. A PV+ gyorsan tiizelo kosarsejtek GABA kibocsatdsanak specifikus
modositasa "DAMGO ” segitségével.

Irodalmi adatokboél tudjuk, hogy a DAMGO, mely egy u-opioid receptor agonista,
csokkenti a transzmitter kibocsatas valoszinliségét a PV+ sejtekbc’ilzz. A transzmitter
felszabadulas csokkenése ugyanakkor sziikségszeriien csokkenti a rovidtavi szinaptikus
depressziot is. Bar a DAMGO hiperpolarizalja az ivy valamint a neurogliaform
interneuronokat is?*, Hajos N. és mtsai. eddig nem publikalt eredményei szerint ezek a sejtek
nem tiizelnek SWR aktivitas alatt, igy a mi szempontunkbdl nem jelentenek problémat.

DAMGO (1 uM) globalis alkalmazasara az éles-hulldmokrol specifikusan eltiint a
ripple oszcillacié, a MU aktivitds aszinkronnd valt, valamint az éles-hullamok szélessége
megnott. A szélességndvekedés magyarazhato lehet azzal, hogy DAMGO hatasara csokken a
szinaptikus depresszidé mértéke, €s a gyorsan tiizeld kosarsejtek tovabb tiizelnek. E két hatés
kombinalva a piramissejtek hosszabban tarto tiizelését eredményezheti, mely az éles-hullam

szélességének novekedésében és a piramis rétegben mérheté elnyult és emelkedett MU

aktivitasban jelentkezik.

A

10. Abra; A FSBC-ek GABA kibocsdtisdnak specifikus _médositisa. Alap (A) és

hatasszakaszon (B) mért éles-hullam (feliil) valamint ripple oszcillacié (alul) atlagok.
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DAMGO hatasara eltint a ripple oszcillacid, valamint szélesebb lett az éles-hullam. A
multiunit aktivitas DAMGO hatésara aszinkronna valt (D) az alapszakaszhoz (C) képest. E;
Loose-patch konfiguracidban mért FSBC akcios potencialjai és az éles-hullam csticsok kozti

keresztkorrelacio (értelmezés a korabbi abrakkal megegyezden).

Kollégam, Kohus Zsolt megmérte a DAMGO hatédsat a harom periszomatikus régiot
innervalé interneuron piramissejtekre adott szinapszisaira. A DAMGO csokkentette a
transzmitter kibocsatas valoszinliségét ¢és az IPSC amplitddot, valamint a rovidtava
szinaptikus depresszid mértékét a gyorsan tiizel6 kosarsejtek esetében, azonban nem volt
hatassal a masik két sejttipus piramissejtekre adott szinapszisaira (elézetes eredmény,
kisérletek folyamatban). Ez megerésiti az irodalomban leirtakat®, azonban a sajat
koriilményeink kozott is el kellett végezni ezen kisérleteket (Az idézett cikkben kolinerg

agonista segitségével kivaltott gamma oszcillacio alatt alkalmaztak DAMGO-t).

7. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA ES JOVOBELI
TERVEK

A halozati és szinaptikus dinamikara alapozva felallitottunk egy kevert sztohasztikus-
refraktor matematikai modellt a SWR keletkezés mechanizmusara, melynek predikcioi
kisérletesen igazolhatdak. Kisérleti eredmények €s a matematikai modell alapjan SWR
keletkezési modelliink a kdvetkezd: A serkentés felépiilése SWR aktivitds soran egy spontan
aktivalodo kritikus méretli piramissejt populaciobodl indul, amely a kritikus szint felett, a
rekurrens kollateralis rendszerben beinditja az aktivitas felépiilését és egy SWR keletkezik.

Lokalis drog injekciok segitségével bebizonyitottuk, hogy miutan beindult egy SWR
esemény, a serkentéssel meghatjott gyorsan-tiizeld kosarsejtek halozata adja a {6 LFP
komponenst, és alaktja ki a ripple oszcillaciot amely végiil faziskapcsolja a multiunit tiizelést
a str. pyramidaléban.

Paradox modon kisérleteink arra engednek kovetkeztetni, hogy ez a gatlas sziikséges a

piramis sejtek tlizeléséhez SWR alatt, amely egybevag korabbi irodalmi adatokkal®.

A gatlas piramis sejt tlizelést promo6talo hatasat tdimogato kisérletek:

Gabazine ill. o-Agatoxin puff hatasara csokken a MU aktivitas
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Riluzole hatdséra a gatlds rovidiilését kovetden behtizodnak a MU a SWR ala.

DAMGO hatasara a MU deszinkronizaloédik, azonban megné a frekvencidja, kovetve a
gyorsan tlizel kosarsejtek tiizelését.

A gyorsan tiizeld kosarsejt axonok 1ézidja utan, a MU aktivitas a deszinkronizalédott SWR-

ok alatt jelenik meg. (Nem a k6z0s serkentéssel hajtva, szinkronizaltan.)

Ennek egyik lehetséges magyarazata hogy PV+ axo-axonikus sejtek a piramis sejtek
egy kisebb csoportjat kozvetleniil depolarizaljak®®, azonban ilyen hatast mas munkékban ahol
hasonlo kisérleti koriilményeket alakitottak ki, nem sikertilt kimutatni®. Egy masik lehetdség
hogy a GABA hiperpolarizalé hatasu, €s az axoninicidlis szegmentumon elhelyezkedd
fesziiltségfliggd natriumcsatornak reaktivaciojaval érzékenyitik a piramis sejteketet. Végiil az
is elképzelhetd, hogy serkentd aramok emelkedési meredeksége, dsszeadodva a gatlé dramok
lecsengésének meredekségével elegend0 mempranpotencial gradienst produkal adott
idéegység alatt a piramis sejtek kisiitéséhez.

Hogy felderitsiik melyik mechanizmus allhat ennek a eredménynek a hatterében, a
jovében dynamic-clamp segitségével probaljuk majd vizsgalni a piramissejtre SWR alatt

érkez6 komplex EPSP/IPSP szekvencidnak tiizelésilikre gyakorolt hatasat
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Summary

Sharp wave-ripples (SWRs) occur in the hippocampus during awake immobility and
NREM sleep, and have role in memory consolidation. In vivo studies revealed the firing
pattern of distinct cell types during SWR activity, but several questions concerning the
generation of SWRs are still open. Our goal is to reveal the mechanisms of SWR initiation,
termination and ripple genesis.

To understand how SWRs are initiated we examined how the activity of
inhibitory/excitatory neurons changes during different phases of SWRs by recording EPSCs
and/or IPSCs from neurons of the CA3 area in vitro. Excitatory activity increases ~60 msec
before SWR peak. Inhibitory cells are activated ~20 msec later, quickly overshoot pyramidal
cell (PC) activity and start to ripple-phase modulate cellular firing. The initiation of SWRs
can be explained by a mixed stochastic/refractory model.

To dissect local field potential generators in stratum pyramidale during SWRs, we
used local drog applicaitons, without influencing global network activity. Inactivation of
inhibition in str. pyr. by local puff application of Gabazine or m-Agatoxin proved that SWR
field generation and ripple phase locking of cellular firing is driven by parvalbumin positive
perisomatic cells (PVCs, o-Conotoxin had no effect).

Modelling studies have shown, that interconnected network of interneurons driven
with excitation, can generate high frequency oscillations. From PVCs only fast spiking basket
cells (FSBCs) are interconnected and fire 4-5 action potentials (APs) during SWRs suitable
for ripple generation. A small cut that selectively severs horizontally running FSBC axons and
thus mutual connectivity between two subset of cells, introduced a jitter in SWR timing, and
abolished ripple synchorny on the two sides of the cut. Furthermore FSBCs desynschronised
and increased their firing for somatic Gabazine puff. SWR termination might be the result of
the short-term synaptic depression observed in the inhibitory transmission of PVCs onto PCs.
Manipulating the firing pattern or the release probability of PVCs by bath application of
Riluzole and DAMGO we checked the validity of this mechanism. Riluzole reduced the
number of FSBC APs from 4-5 to 1-2 (had no effect on other cell types), shortened SWRs and
decreased the number of ripple cycles from 4-5 to 2 with a curtailed period of multiunit (MU)
firing. DAMGO that decreases release probability and short-term depression of PVCs
eliminated ripple osciallation and phase-locking of MU firing, while prolonged SWRs along
with MU.
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8. SZERZOI HOZZAJARULASOK

(a dolgozat szovegében kiilon is kiemelve)

Az ,Eredmények ¢és Megvitatasuk™ fejezet elsé alfejezetének kisérleteit Németh Beata,
Karlocai Rita és Hajos Norbert végezte.

A masodik alfejezetben szerepld matematikai modellt Kali Szabolcs készitette.

A hatodik ill. nyolcadik pontban emlitett parelvezetéseket Kohus Zsolt végezte.

Az 6sszes tobbi kisérletet magam végeztem és analizaltam.
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