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Roviditésjegyzek

ACSF — artificial cerebrospinal fluid/mesterséges cerebrospinalis folyadék
AMPA — 2-amino-3-(5-metil-3-0x0-1,2-0xazol-4-il)propansav

APS5 — 2-amino-5-foszfono-valerinsav

BSA — bovine serum albumin/borja szérum albumin

CNQX - ciankixalin (6-ciano-7-nitrokinoxalin-2,3-dion)

DAPI — 4'.6-diamidino—2—fenilindol

EGTA — egtazinsav (etilénglikol-bisz(p-aminoetil-éter)-N,N,N’,N'-tetraecetsav)
EPSC — excitatory postsynaptic current/serkentd posztszinaptikus aram
EPSP — excitatory postsynaptic potential/serkentd posztszinaptikus potencial
GABA — gamma aminobutyric acid/gamma aminovajsav

HEPES — 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etan-szulfonsav

IPSP — inhibitory postsynaptic potential/gatld posztszinaptikus potencial
NMDA — N-metil-d-aszparaginsav

PBS — phosphate buffered saline/foszfatpufferelt sooldat

PFA — paraformaldehid

TRITC — tetrametil-rodamin-izotiocianat



1. Bevezetés

1.1. A hippokampalis formacio és része, a subiculum

A hippokampalis formacié az emlds eldagy része, amely szamos, magasabbrendii funkciokhoz
szikkséges kognitiv folyamatban kulcsfontossagi szerepet jatszik (memorianyomok
kialakulasa, konszolidacidja és el6hivasa) (Bohm et al., 2018). Harom f6, strukturalisan ¢és
funkcionalisan eltéré részbdl all: a gyrus dentatusbol, a tényleges hippokampuszbél (cornu
Ammonis—CA1, CA2, CA3 szubrégiok) és a subiculumbol. Ezen teriiletek koziil laboratoriumi
munkank soran a subiculumot tanulmanyoztuk, mely a hippokampalis halozatban betdltott
fontos szerepe ellenére sokkal kevésbé kutatott, mint a gyrus dentatus vagy a hippokampusz
teriilete, igy kevesebb vele kapcsolatos szakirodalom all rendelkezésre. A subiculum a
a parahippokampalis kortexszel. A subiculum hippokampalis haldzatban betoltott fontos
szerepét bizonyitja, hogy a teriilet szelektiv 1ézioja ragesalokban az allatok térbeli tajékozodasi
képességét negativan befolyasolta, illetve az idiotetikus jelekkel és 10j térbeli elemekkel
kapcsolatos memoriajukra is hatassal volt (Potvin et al., 2007, 2010). A subiculum a
hippokampalis halozatban egyfajta atkapcsold allomasként mikodik: a hippokampusz CAl
régidjabol érkezo jeleket fogadja, majd azokat tovabbitja szamos kortikalis és szubkortikalis
tertilet felé (Matsumoto et al., 2019). A teriilet fontos funkcidja tehat a hippokampalis kimenet
szervezése, és a subiculum neuronjai kozott megfigyelt szinaptikus kapcsolatok mintazata arra
enged kovetkeztetni, hogy a subiculum nem csupan az informacidtovabbitdsban, hanem annak
feldolgozasaban is részt vesz. A subiculumon beliil harom réteget kiilonithetiink el:
molekularis, piramidalis sejtes és polimorf réteget. A molekularis és polimorfréteg a subiculum
legalso ¢és legfelsd rétegét alkotjak, ezen rétegek kozott helyezkedik el a subiculum principalis
sejttipusat (piramissejteket) tartalmazo piramidalis réteg, amely azonban nem alkot a CAl-hez

hasonld tomor sejtréteget, hanem itt a piramissejtek elszortabban helyezkednek el.

1.2. A subicularis neuronok fizioldgiai és morfologiai jellemzdi

A subiculumon beliil glutamaterg (serkent6) piramidalis és GABAerg (gatlo) interneuronok
egyarant jelen vannak. Az altalam is tanulmanyozott piramidalis sejtek tiizelési mintazatuk
alapjan két kategoriaba sorolhatok: burst-6s és regularis neuronokat kiilonithetiink el. Burst-6s
aktivitasnak olyan akcios potencial sorozatot neveziink, amely soran a sejt 4ltal generalt spike-
ok csomagokba rendezddnek konstans depolarizalo aram injektalasakor, mig a regularis

aktivitas soran az akcios potencialok szabalyos, kozel azonos 1dokozonként kovetik egymast.
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Ezen eltéré tiizelési mintazatok legfOképpen a neuronokban mikédd kiilonbozo
fesziiltségfiiggd ionaramokra vezetheték vissza, amelyeket alapvetéen a kiilonb6zo
ioncsatorndk expresszidja €s aktivitdsa hataroz meg. Az idegsejtek serkenthetdségét ¢és
integrativ képességét a sejtben mitkkdo ioncsatornak komplex egyiittmiikodése hatarozza meg,
azonban bizonyos ionaramok kiemelkedd szerepet jatszanak az egyes biofizikai paraméterek
szabalyozasaban. llyenek példaul a subiculum burst-6s sejtjeiben miikodé alacsony
fesziiltségen aktivalodo T-tipusu kalcium aramok, amelyek a nagy frekvenciaju burst aktivitas
kialakitasaban vesznek részt (Joksimovic et al., 2017). A subiculumban talalhat6 piramissejtek
morfologiajukat tekintve meglehetdsen homogének. Bazalis dendritfaik hasonlé mérettel és
elagazasi ponttal rendelkeznek, illetve a legtobb piramissejt esetében talalhatunk egy
egyediilallo primer apikalis dendritet, melynek eldgazasai a hippokampalis fissurdig is
elérhetnek. Ezen kiviil axon kollateralisokat is adnak, illetve apikalis €s bazalis dendrittiiskéik
szama is jelentds (Matsumoto et al., 2019). Morfologiai szempontbdl tehat a subiculum
piramissejtjei a CA1 folytatasaként értelmezhetdk, viszont élettani tulajdonsagaikban mégis

markans eltérések tapasztalhatok.

1.3. A neuronalis serkenthetdség vizsgalati modszerei

Az egyedi neuronok serkenthetOségét tipikusan egészsejt patch-clamp technikaval
vizsgalhatjuk agyszeletekben. A hagyomanyos protokoll szerint a neuronokat fokozatosan
emelkedd szintli aramlépcsOkkel stimulaljuk (statikus stimulacid). Ennek segitségével az
idegsejteket tiizelési mintdzatuk alapjan kategorizalhatjuk, megvizsgalhatjuk a tiizelési
frekvencia fliggését az aramerdsségtol, illetve szamos egyéb biofizikai paramétert
megallapithatunk, amely aztdn tovabbi Osszehasonlitasra és osztalyozasra ad lehetdséget
(Halabisky et al., 2006; van Aerde & Feldmeyer, 2015; Wheeler et al., 2015). Bar a
hagyomanyos, statikus stimulaciét alkalmazo vizsgalatok kétségteleniil rendkiviil hasznosak,
ilyen természetii statikus bemenetek €16 neuronhdlozatokban normal koriilmények kézott nem
fordulnak eld, ezért a neuronok természetes Szinaptikus bemenetek alatti tiizelési kimenetét
ezek a kisérletek csak korlatozottan képesek megjosolni. Ennek okan az elektrofiziologusok
egy ujszerii, miikodésében Osszetett modszert alkottak meg, melynek neve dinamikus clamp
(Destexhe et al., 2003; Prinz et al., 2004). Ennek lényege, hogy bioldgiai neuronokba
matematikailag modellezett és szamitogéppel szintetizalt mesterséges ionaramokat injektalunk.
Lehetdségiink van mind fesziiltségfiiggd, mind szinaptikus aramok modellezésére és azok

injektalasara (Prinz et al., 2004; Sziics et al., 2010). A dinamikus clamp technika tehat lehetové



teszi a neuronok tiizelési valaszainak megfigyelését kiilonb6z6 tipusu (pl. serkentd-, gatlo-) és
spektralis tulajdonsagt (pl. theta-, vagy gamma-oszcillaciok) szinaptikus bemenetek alatt.
Laboratoriumunk korabbi, sejttenyészetben tortént észlelései alapjan a hagyomanyos, illetve
dinamikus clamp technikaval meghatarozott idegi serkenthetdségi paraméterek nagymértékben
eltéréek lehetnek hippokampalis neuronokban (Szabo et al., 2021). Ezen megallapitasok
motivaltak minket arra, hogy vizsgélatainkat egy fiziologiailag, biofizikailag konzisztensebb,
jol koriilhatarolt agyteriiletre is kiterjessziik, ahol a sejtek élettani tulajdonsagai és funkcioi
viszonylag jol definialtak, ezaltal a megfigyelt tulajdonsagokat is jobban interpretalhatjuk. A
kovetkezd célunk annak megallapitasa volt, hogy a subiculum fiziologiailag eltéré neuronjai
differencialis tiizelési kimenetet adnak-e az agykérgi halézatokban gyakran eléforduld theta-,

¢s gamma-oszcillaciok alatt.

2. Célkitlizések

e Elso célkitiizésem hagyomanyos aramstimulacio (statikus aramlépcsok) alkalmazasaval a
potencialis piramissejt-altipusok ¢és alapvetd élettani és biofizikai tulajdonsagaik
meghatarozasa a subiculumban, az irodalmi adatokhoz képest mélyrehatobb analizis
segitségével.

e Masodik célkitlizésem a két azonositott sejttipus hagyomanyos statikus aramstimulacidja
soran meghatarozott aktiv és passziv tulajdonsagok kozotti kapcsolatok, az esetlegesen
fennallo Osszefiiggések vizsgalata.

e Harmadik célkittizésem ujszeri elektrofiziologiai modszer (dinamikus clamp) segitségével
a kiillonbozé dinamikaji ingerlések altal kivaltott valaszok Osszehasonlitasa, illetve a
statikus és dinamikus moddszerrel meghatarozott serkenthetdségi paraméterek

Osszehasonlitasa.

3. Anyag ¢és modszer

3.1. Preparatumkeészités

A preparatumkészitéshez 6-8 hetes CD1 tipusu him egereket hasznaltam. Az allatokat éteres
altatast kovetden dekapitaltam, majd folyamatos hiités mellett (hitott, karbogénnel
buborékoltatott mesterséges cerebrospinalis folyadék - ACSF oldat) az agyakat kipreparaltam.
Ezt kovetden vibratom segitségével, hiitott és karbogénnel buborékoltatott kolin-kloridos

metszdoldatban 200-300 mikrométer vastagsagl koronalis agyszeleteket készitettem, majd az



elkésziilt szeleteket szobahdmérsékletii, karbogénnel buborékoltatott ACSF oldatban

inkubaltam legalabb 1 o6ran keresztiil.

3.2. Anyagok

Az akut agyszeletek fenntartasahoz standard ACSF (koncentraci6 mM-ban: NaCl 126; KCI
1,80; KH2PO4 1,25; MgSO4 1,3; CaCl, 2,4; NaHCO3 26; gliikkoz 10) oldatot hasznaltam, a
vibratdommal valo szeletkészités ideje alatt kolin-kloridos (koncentracio mM-ban: kolin-klorid
92; KCI 2,5; NaH2PO4 1,2; NaHCOs3 30; HEPES 20; gliikoz 25; natrium aszkorbat 5; thiourea
2; natrium piruvat 3; MgSOsx7H20 10; CaCl,x2H20 0,5) metsz6oldatot alkalmaztam. Az
egészsejt patch-clamp mérésekhez a kovetkezO receptorantagonistdkat tartalmazé ACSF
oldatot hasznaltam: (koncentracié uM-ban) CNQX 5; bikukullin 10; AP5 20. A patch-clamp
pipettak toltéséhez a kovetkez6 Osszetételli intracellularis oldatot alkalmaztam (koncentracio
mM-ban: K-gliikonat 100; KCI 10; KOH 20; MgCl, 2; NaCl 2; HEPES 10; EGTA 0,2; gliikoz
5), illetve a sejtek jeloléséhez biocitint tartalmazé intracellularis oldatot hasznaltam

(koncentracio: 1 mM).

3.3. Elektrofiziologiai mérések

Az elkészitett akut Koronalis agyszeleteket 1 6ra inkubacios id6t kovetden a perfuzids kamraba
helyeztem, ahol folyamatos oldatcsere mellett (karbogénnel buborékoltatott, 33 °C-ra fiitott
ACSF oldat) tartottam fenn 6ket. Normal, akut agyszelet preparatumokban a piramissejteken
altalaban szorvanyos szinaptikus bemenetek figyelhetdk meg, amelyek serkentd-, illetve gatld
posztszinaptikus potencialokat okoznak. Ezek ugyanakkor kismértékben kontaminalhatjak a
méréseket, ezért mindezek kikiiszobolésére harom neurotranszmitter-receptor blokkold
anyagot hasznaltam: AP5-tel az NMDA-, CNQX-szel az AMPA-, bikukullinnal pedig a
GABAA receptorokat blokkoltam, igy a neuronokat szinaptikusan teljes mértékben izolaltam
egymastol. Az idegsejteket 40-szeres nagyitasu vizimmerzids objektivvel, Nikon FN-S2N
mikroszkoppal infravords differencialkontraszt tizemmodban figyeltem meg, a képet pedig
Andor Zyla 5 kameraval rogzitettem. A subiculum piramissejtek ezzel az optikai rendszerrel a
szelet felszinétdl kb. 120 mikrométer mélységig voltak jol lathatok. A patch-clamp mérésekhez
Sutter pipettahuzd segitségével iivegkapillarisokbol patch iivegelektroddkat készitettem,
melyeket intracellularis oldattal t61tottem meg (ellenallasuk 5-7 MQ volt). Vizsgalataim soran
minden megszirt idegsejten két mérési protokollt futtattam, majd az ingerlésekre adott valaszuk

alapjan a kiilonb6z6 serkenthetdségi és integrativ tulajdonsagaikat tanulmanyoztam. A sikeres



patch-elést kovetden a sejteket eldszor aramlépcesds (négyszogaram) stimulacionak vetettem ala
(aramlépcsé hossza: 400 ms, ingerlési frekvencia 0,8 Hz). Ennek soran az aramlépcsok
ergsségét -150 pA-tél +200 pA-ig ndveltem, +5 pA inkrementummal. Az aramlépcsds
stimulaciot kovetden ugyanazon sejteken dinamikus clamp kisérletet is végeztem, amely soran
kiilonb6z6 ingerlé mintazatokat alkalmaztam. A szimulalt szinaptikus bemenetek egy serkentd
(AMPA-tipusu) és egy gatlo (GABA-tipust) konduktancia kombinaciojaként lettek 1étrehozva.
Az AMPA-bemenet megfordulasi potencialja 0 mV volt, mig a gatld szinaptikus konduktancia
egy preszinaptikus fesziiltség hullamformat alkalmaztunk, amely tiizel6 preszinaptikus
neuronok mitkodését modellezte (Szabo et al., 2021). A mérés alatt 3 hullamforma szekvenciat
alkalmaztam: (1) négy, iddben jol szeparalt (szingli) EPSP-t (serkentd posztszinaptikus
potencial), (2) egy 2,5 masodpercig tartd theta-oszcillaciot [4 Hz], és (3) egy 2,5 s-0s gamma-
oszcillaciot [20 Hz]. Az egy sweepben 1évé Osszes ingerlés ugyanolyan szinaptikus
konduktanciaértéken tortént, viszont sweepenként 1,5 nS-szel inkrementaltam a konduktanciat
a kezdeti 1,5 értékrdl a maximalis 31,5 nS-ig. A dinamikus clamp kisérletben megfigyelhettem
a neuronok kiilonb6zd ingerlési tipusokra adott vélaszat, illetve ennek valtozdsat a

konduktancia novekedésének fliggvényében.

3.4. Immunhisztokémia

A sejtek post hoc vizualizacidjat kisebb szamu neuronon, azok biocitinnel valo jelolésével
végeztem. Biocitint tartalmazo intracelluldris oldatot alkalmazva a sejtek megszurast kovetden,
az elektrofizioldgiai mérés kozben feltoltddnek, igy azok késébb immunhisztokémiai eljarassal
lathatova tehetk. Az eléhivashoz a jelolt sejteket tartalmazd (illetve kontroll, feltoltott sejteket
nem tartalmazo) agyszelet preparatumokat 4%-0s (PBS-ben beoldott) PFA-val 1 6ran keresztiil
fixaltam, majd 5x20 percen keresztiil 1x-es PBS-sel mostam. Ezt kovet6en a szeleteket 1%-0S
TritonX100-PBS keverékével egy éjszakan keresztiil permeabilizaltam, majd Gjabb 5x20
perces 1x-es PBS-sel torténé mosas kovetkezett. A mosas utdn a preparatumokat 1 oras
blokkolast kovetéen (20% BSA; 0,3% TritonX100-PBS; 0,1% NaN3) streptavidin-TRITC
masodlagos ellenanyaggal 3 oran keresztiil kezeltem (2% BSA; 0,5% TritonX100; 0,1% NaN3
jelenlétében). A kovetkezd 1épésben a szeleteket 5x20 percig PBS-sel mostam, majd desztillalt
vizes Oblitést kovetden targylemezre helyeztem és DAPI-t tartalmazé Mowiol feddanyaggal

fedtem le Oket.



3.5. Adatok kiértékelése

Dolgozatomban 06sszesen 133 subiculum sejt elektrofiziologiai mérése szerepel, ebbdl 79
regularis és 54 burst-0s sejt volt. A mérések 18 kisérleti allatbol készitett akut agyszelet
preparatumokon torténtek. A nyers mérési fajlok kiértékelését a NeuroExpress program
segitségével végeztem, majd a kinyert fizioldgiai és serkenthetdségi paramétereket az Origin
szoftverrel abrazoltam. A statikus stimulaciora adott fesziiltségvalaszokbdl szamos standard
¢lettani paramétert hataroztam meg, ilyenek voltak a nyugalmi membranpotencial,
membranellenallas és —iddallando, a depolarizalo fesziiltségvisszahajlas (voltage sag) mértéke,
reobazis és még sok egyéb. A statikus kumulativ spike szam a 0 és +150 pA intervallumban
Osszesen emittalt akcids potencidlok szdma volt. A dinamikus clamp mérésben a tiizelési
kiiszob konduktanciaértékét és a teljes kisérletben (1,5 és 31,5 nS intervallumban) generalt
akciés potencialok szamat (dinamikus kumulativ spike szam) hasznaltam. Az
immunhisztokémiai eljarassal jelolt szeletek képeit Zeiss Observer Z1 fluoreszcens

mikroszkdppal készitettem €s a Zen szoftverrel dolgoztam fel.

4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Regularis és burst-6s neuronok jellemzése a subiculumban

A statikus aramlépcsés stimulacio segitségével a subiculumban sikeresen azonositottam a két
eltérd tiizelést mutato sejttipust, a sejtek tiizelési profilon alapuld kategorizalasa ugyanakkor
nem minden esetben volt egyértelmti. Akadtak atmeneti, tin. gyengén burst-616 sejtek, melyek
egyszerre mutatnak burst-os és regularis jegyeket (a sejtek analizisénél ezen atmeneti tipusokat
a burst-6s kategoriaba soroltam). Az emlitett fiziologiai tipusok tehat nem teljesen fix, élesen
elkiilontilé kategoriak, ugyanis a regularis €s burst-0s viselkedés kozott meglehetdsen
folyamatos az atmenet. A megszurt sejteken egy onkényesen kivalasztott aramerdsség helyett
tobb aramértéken (-150 pA-t61 +200 pA-ig, 5 pA-enként inkrementalva) is megmértem a sejtek

valaszait, igy a kiillonboz6 membranparaméterek aramfiiggését is megfigyelhettem (1. abra).
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1. dabra: Regularis és burst-os subiculum sejt vdilaszai hagyomdnyos dramlépcesés ingerlés alatt
(statikus stimuldcio). Ezen az abran a reguldris (4) és a burst-os (B) sejt fesziiltségvalaszait,
mellettiik pedig a hozzdjuk tartozo ellendllasértékeket (C és D) valamint az emittalt akcios
potencidlok szamat (E és F) lathatiuk a novekvé injektdlt aramerdsség fiiggvényében. A nulla
aramra extrapolalt membranellendllas értéket tiirkiz, mig a reobdzist z6ld szinnel jeloltem.

A mérés alatt kideriilt, hogy mind a burst-0s, mind pedig a regularis neuronok jellegzetes
tiizelési mintazatot produkaltak, amely csak kismértékben fiiggdtt az ingerlési aram szintjétol.
Az 1. abran egy regularis és egy burst-os sejt aramlépcsds valaszait lathatjuk. A tiizelési profilok
Osszehasonlitdsa sordn megfigyelhetjiik, hogy a regularis neuronok kiilonallo, egymastol
tobbnyire szabdlyos tavolsagra elhelyezkedd akcidos potencidlokat generalnak, melyek
amplitadoja kozel azonos. Ugyanakkor enyhe spike frekvencia adaptaciot is megfigyelhetiink,
tehat a spike-ok kozott eltelt id6 né az aramlépesé soran. Ezzel szemben a burst-6s neuronok
akcios potencialjai csomagokba rendezédnek, ahol a csomagokon beliil a spike-ok amplitadéja
rendre csokken, de a burst végén ismét nagyobb spike-ok fordulnak elé. A burst alatt feltiing
depolarizacios potencidldomb lathatd, erre épiilnek az akcids potencialok. Ezt ugy
interpretalhatjuk, hogy itt egy fesziiltségfiiggd Ca®*-aram aktivacija torténik, amely gyorsan
ismétl6dd Na*-spike-okat okoz (1A és 1B panel). Megemlitendé ugyanakkor, hogy a burst-6s
sejtek magasabb aramerdsségek esetén gyakran a reguldris tlizelésli neuronok vélaszaihoz
hasonl6 kimenetet produkaltak, igy a feltliind burst-6k inkabb a reobazishoz kozeli

aramértékeknél voltak jellemzoOk. Lathatjuk, hogy a két sejt ellendllasa jelentdsen eltért: a
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regularis sejt esetében joval nagyobb ellenallast mérhettiink a burst-0s sejthez képest (1C ésl
D panel). Mindkét sejtben a membranellenallas értékek enyhén novekednek, amint az injektalt
aram értéke egyre pozitivabb lesz. Ezt a sejtekben kifejez6d6 HCN csatornak altal medialt h-
aramok okozzak, amelyek feltiing fesziiltség visszahajlast is okoznak (voltage sag) (Maroso et
al., 2016; Surges et al., 2004; Wahl-Schott & Biel, 2009). Az input-output grafikonon szintén
megfigyelhetjiik a tiizelési mintdzatban 1évo kiilonbséget: a regularis tiizelés esetében az akcids
potencialok szama az ingerlés erdsségével folyamatosan né, mig burst-0s tiizeléskor a spike-ok
szdma a csomagokban 1évd tobb akcids potencidl miatt ugrasszerlien ndvekszik, kevésbé
monoton méodon (1E és 1F panel). A subiculum sejtek kategorizalasanal a tiizelési profilok
alapjan torténd osztalyozas mellett hasznos lehet a sejtek morfoldgiai 6sszehasonlitasa is, amit
legegyszeriibben a sejtek biocitinnel vald feltdltésével lehet megtenni. Az 2. 4bran egy
biocitinnel megjeldlt burst-6s sejtet lathatunk, amint depolarizalé négyszdgaram hatasara egy
erds, jol kifejezett burst-6t general (2A panel). Ennél a sejtnél a tiizelési kimenetet hosszabb
ideig vizsgaltam rogzitett aramértéknél (+120 pA) és megallapitottam, hogy a sejt burst-6lése
kisebb ingadozastol eltekintve meglepden stabil volt a regisztralas 6 perce alatt (2B panel). Az
akciods potencidlokat fazisportré abran is megvizsgaltam, amely a membranpotencial elsd
id6beli derivaltjat, a spike meredekségét mutatja a membranpotencial fliggvényében (2A panel,
Fazisportré). Itt a spike-ok felttiné hurkokat rajzolnak ki, amelyek alakjanak elemzése sokat
elarul az azokat 1étrehozo biofizikai folyamatokrol (Bean, 2007). A fazisportré megmutatja a
burst alatt emittalt spike-0k amplitidojanak fokozatos csokkenését és lelassulasat. Emellett
gyakran észleltem a felfutdo élen jelentkezd behajlast (,kink™ jelenség), amely szerint a
subiculum neuronok tobbségében az axondlis és a szomatikus Na*-spike-ok idében enyhén
megvizsgalhatjuk, melynek eldkisérleteit mar elvégeztem ¢és a tovabbiakban szeretném
folytatni. A 2C és 2D panelen a regisztratumhoz tartozo sejt mikroszkopos képe lathato, 20-

szoros €s 40-szeres nagyitdsban. Az intracellularis oldathoz hozzédadott biocitin megfeleléen
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megjelolte a megszurt sejtet, amely morfologiailag hasonld a hippokampuszban taldlhato

piramissejtekhez.
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2. dbra: EQy burst-6l6 tipusu subiculum piramissejt mikroszkopos képe és fesziiltségvailaszai
rogzitett értékii aramstimuldacio alatt. A: 4 spike-bol dllo burst és utohiperpolarizacio., illetve a 4
spike fazisportré megjelenitése. B: Peri-stimulus raszter diagram, amely a sejt fix dramlépcsékre
generdlt akciés potencidljainak érkezési idoit mutatja. C és D: Biocitinnel feltoltott sejtek
mikroszkopos képe 20X (kalibrdcio.: 200 um) és 40x (kalibrdcio: 50um) nagyitdasban. A sdrga szin a
biocitin jelolés, mig a kek szin DAPI hattérfestés eredménye.
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4.2. Aktiv és passziv membrantulajdonsagok vizsgalata és 6sszehasonlitdsa regularis
¢s burst-0s sejtek esetében

A két sejttipus  aramlépcsOs

A B
600 - 10— . ingerlésébdl  szarmazd  adatokat
1o 8 Osszevetve arra a megallapitasra
‘E 4004 * 5 1 :
S o 64 ° . . L .
s 13 . E . 1 jutottam, hogy a reguldris és burst-0s
5 3 2 4] 2
o 207 g Y @ 4o A neuronok  alapvetd  fizioldgiai
| % 24 llg ¥,
o ] 3 , . . . ,
0 ‘ ‘ 0 ‘ ‘ paraméterei  szignifikdnsan nem
reguléaris burst-6s reguléaris burst-0s
térnek el egymastdl, azonban néhany
C D
80 : biofizikai tulajdonsagukban mégis
: T
: £ 0 - vl 1 e ,
7 04 . z X é kilonboznek (3.  abra). A
= s o> 204 .% . i
g 4w ! g ¥ grafikonokon  eltérd  szinekkel
° < o ~
g o g 07 ¥ : s 1 n
3 204 &% g 1 mutatom be a reguldris és burst-616
|t g 60 o
0 : : > : : sejtek a paramétereit. A szinezés
regularis burst-6s reguléaris burst-6s

manudlis felcimkézés eredménye,
3. dbra: Regularis ¢és burst-6s sejtek  statikus
stimulacioval meghatarozott kivalasztott paraméterei. A
dobozok mérete a populdcidk szordsat mutatja, a median | szemrevételezésével elozetesen
és kozépertek pedig a vonallal, illetve negyszoggel
vannak abrazolva.

amelyet a  fesziiltségvalaszok

allapitottam  meg. A  sejtek
ellenallasa és idéallandoja, valamint
interspike intervallumaik alapjan meghatarozott burst indexiik (burstiness) tekintetében jelent6s
kiilonbségeket talaltam. A reguléris sejteknél magasabb ellenallast és nagyobb iddallandot
tapasztaltam (3A és 3C panel), azonban a burst-6s sejtek altal produkalt fesziiltség visszahajlas
(voltage sag) meredeksége, valamint burst indexiik egyarant nagyobb volt a regularis sejtekhez
képest (3D és 3B panel). A voltage sag vs. aramer6sség relacio kitinden jellemzi a sejtekben
kifejez6d0 h-aramok hatasat (Hernath et al., 2019; Ratkai et al., 2021). Ennek a linearis
Osszefliggésnek a meredeksége csak kis mértékben tért el a két sejttipus kozott, azonban a burst
index az akcios potencidl csomagokban 1évd spike-ok idébeli kozelsége miatt joval nagyobb
volt a burst-6s sejteknél. Ezt kovetden az altalam azonositott sejttipusok statikus modszerrel
mért paramétercinek korrelacioit vizsgaltam (4. abra). Az els6 esetben az ellenallas és a

nyugalmi membranpotencial ko6zotti kapcsolatot vizsgaltam (4A  panel), ahol szoros
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Osszefliggést nem talaltam, viszont
a grafikonon jol latszik, hogy a két
sejttipus hasonlé atlagos nyugalmi
mellett eltérd

A

membranpotencial
ellenallassal rendelkezik.
masodik esetben az dramerdsségben
kiiszob

meghatarozott  tlizelési

(reobazis), illetve az ellenalléas
viszonyat abrazoltam (4B panel),
soran mindkét

amely sejttipus

esetében  egyértelmii  negativ
korrelaciot talaltam a két paraméter
kozott: az ellenallas novekedésével
a sejtek reobazisa csokkent, tehat a
sejtek serkenthetdsége az
A

harmadik esetben a burst indexet és

ellendllassal ardnyosan nott.
a reobazist vetettem 0Ossze (4C
panel), amely soran azt lattam, hogy
a burst-6s sejteknél a burst index

novekedésével magasabb reobazis

értékek fordultak eld, mig a regularis sejtek burst indexe kdzel azonos volt — 1ényegesen a burst-
016 neuronok értékei alatt, viszont valtozatos reobazis értékek fordultak eld. A negyedik
Osszehasonlitds soran az ellendllas és a voltage sag meredekségének kapcsolatat vizsgaltam (4D
panel). Itt a regularis és burst-0s sejteknél hasonld Osszefiiggést tapasztaltam: a sejtek

ellenallasanak novekedésével a voltage sag meredeksége is csokkent. Ezt kovetden a membran

"o

idéallando ¢és az ellenéllas paramétereket abrazoltam, ahol mindkét sejttipus esetében egy
gyenge pozitiv Osszefliggést allapithatunk meg: a nagyobb ellendllasu sejtek membran
iddallanddja nagyobb volt, tehat az altalam injektalt &ramokra lassabban reagéltak. Végiil a
sejtek reobazisanak és latencidjadnak Osszefliggését vizsgaltam, amely soran a két paraméter
kozott mind a regularis mind pedig a burst-0s sejteknél egyértelmii negativ korrelaciot
allapithattam meg. Jol latszik, hogy az alacsonyabb reobazissal rendelkez6 (nagyobb
serkenthetdségi) sejtek latenciaja (az aramlépcsore adott elsé akcios potencial ideje a 1épcsd

felfutd éléhez viszonyitva) kisebb volt, illetve a burst-6s sejtek sokkal kisebb latenciaval
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rendelkeztek a regularis sejtekhez képest. FeltiinG, hogy tobb paraméter korrelacidinak
Osszehasonlitasakor a regularis €s burst-0s sejtek szépen elkiiloniilé populaciokba rendezédnek.
Ez annak tekintetében is figyelemreméltd, hogy az egyszerii statisztikai Osszehasonlitas (3.
abra) gyakran nem mutat ki kiilonbségeket a sejttipusok kozott. Eszerint a korrelativ elemzés
igazolja a tObbtényezds statisztikai elemzés (klaszterezés, fOkomponens analizis)

1étjogosultsagat (Hernath et al., 2019), amelyet tovabbi munkankban terveziink végrehajtani.

4.3. Regularis és burst-0s sejtek tiizelési valaszainak dsszehasonlitasa

A regularis és burst-0s sejtek statikus ingerlését kovetéen ugyanazon sejteket dinamikus
szintetizalt, szimulalt szinaptikus aramokat injektaltam a neuronokba. Ez a stimulacié annyiban
hasonlit az dramlépcsds protokollhoz, hogy a szintetikus szinaptikus bemenetek erdsségét az
egymas utani ingerlési ciklusokban folyamatosan néveltem. Ez a protokoll tehat egyfajta input-
output relacié meghatarozasat teszi lehetové, hasonléan ahhoz, amit a statikus kisérletekben
tettem (1. abra, E és F panel). Az 5. abran egy gyengén burst-616 sejt dinamikus clamp
mérésébol szarmazo felvételeket és grafikonokat lathatunk. A legfels6 panel (5A, 5D, 5G) az
altalam vizsgalt bemenetekre (EPSP, theta és gamma ritmus) adott fesziiltségvalaszokat
tartalmazzak a mérés harom kiilonb6z6 idépontjaban (harom kiilonb6z6 konduktanciaértéken,
jobboldalt feltiintetve). A membranpotencial valaszok alatt az egyes bemenetekhez tartozo
akcios potencialok idébeliségét lathatjuk az ingerlések soran alkalmazott konduktanciaértékek
fiiggvényében (5B, 5E, 5H panel, spike raszter diagramok). Az akciés potencialok szama
fokozatosan nd a szimulalt szinaptikus bemenet erdsodésével, viszont a spike-ok jol definialt
idGablakokban érkeznek (spike események) (Sziics et al., 2010). Az idéablakok egyfajta
vonalkodos megjelenitésre is lehetéséget adnak (lasd alabb). A legalso paneleken (5C, 5F, 51)
végiil a dinamikus ingerlésekbdl eredd input-output gorbéket lathatjuk. A dinamikus stimulécid
soran mért tlizelési valaszok alapjan elmondhatd, hogy a subiculum sejtek ugyanazon
konduktanciaértékii ingerlési bemenetek koziil a theta ritmusra reagaltak leginkabb.
Kisérleteimben a theta- és gamma-bemenetek alatt leadott serkentd és gatld szinaptikus aram
nettod ereddje megegyezett, csak a szimulalt szinaptikus oszcillaciok frekvenciaja kiillonbozott.
Ezek alapjan a theta és gamma bemenetek alatt kapott spike-ok szama hasonld lehetett volna,
viszont a subiculum sejtek mégis preferenciat mutattak a theta ritmusra. Mindez nem meglepd,
hiszen korabbi tanulmanyok alapjan tudjuk, hogy a theta ritmusnak kiemelt szerepe van a

kiilonb6z6 memoria és tanulasi folyamatok normal miikodéseben (Buzsadki & Moser, 2013).
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5. dbra: EQy gyengén burst-0s tiizelésti subiculum neuron fesziiltségvdlaszai dinamikus clamp
kisérletben. A: szingli EPSC stimulusokkal kivaltott EPSP-k (4,5 és 10,5 nS), illetve spike-ok (16,5
nS). B: peri-stimulus spike raszter diagram az EPSC stimuldcié alatt. C: a spike szam névekedése a
szinaptikus konduktancia fiiggvényében (I-O reldcid). D, E és F: hasonlo dabrik a theta-oszcilldcio
alatt. G, H és I identikus abrak a gamma-bemenet alatt.

Masrészrdl az altalam vizsgalt piramissejtek intrinsic tulajdonsagai és membran idéallanddja
miatt kevésbé tudnak a gyors gamma-frekvencidkra reagélni, mint pl. az interneuronok
(Campanac et al., 2013).

Legutols6 vizsgalatom soran a statikus és dinamikus modszerekkel mért serkenthetdségi
paraméterek Gsszehasonlitasat végeztem el (6. abra). A felso két grafikonon (6A és 6B panel) a
sejtek theta- és gamma oszcillacional megfigyelt tiizelési kiiszobértékei, illetve aramlépcsdvel
meghatarozott reobazis értékeinek kapcsolata lathatd, valamint alattuk (6C és 6D panel) a
dinamikus theta és gamma oszcillaciok, illetve a statikus aramlépcsdk alatt generalt kumulativ

spike szdm relécioi talalhatok.
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A dinamikus serkenthetdség és
a statikus reobazis Osszefiiggése
mind a regularis, mind a burst-
0s sejtek esetében pozitiv: a
pontokra regresszids egyenest
illesztve megtudhatjuk annak
meredekségét, illetve Pearson-
féle korrelacids indexét, ezek az
értékek a grafikonokon s
szerepelnek (rp). A tilizelési
kiiszobhoz tartozo
konduktancia- és  reobazis
értékek Osszehasonlitasanal azt
talaltam, hogy a gamma
oszcillacibhoz képest a theta
ritmusnal tapasztalt
Osszefiiggés meredeksége

alacsonyabb (6A vs. 6B),
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6. dbra: A statikus és a dinamikus ingerlésbol szarmazo tiizelési
paraméterek osszevetése regularis és burst-6s sejteknél. A és B:
a tiizelés kivaltasahoz sziikséges kiiszob konduktancia a sejtek
reobazisanak fiiggvenyében abrazolva. C és D: kumulativ spike
szamok. Az illesztett egyeneseket és 95%-os konfidencia savjait
kékkel abrazoltam.

ugyanazon reobazishoz Kisebb konduktanciakiiszob tarsult, tehat a sejtek a theta ritmusra nézve

serkenthetdbbnek bizonyultak. A kumulativ spike szamoknal is eltérést lathatunk a regresszios

egyenesek meredekségében, ami ismét a theta bemenetre adott erdteljesebb tiizelést igazolja

(6C vs. 6D). A dinamikus és statikus modszerrel mért paramétereket Osszehasonlitva

megallapithatjuk, hogy a sejtek statikus és dinamikus ingerlése soran mért serkenthetdségi

valtozok jol korrelalnak egymassal, amely azt mutatja, hogy a neuronok dinamikus

bemenetekre adott valaszainak egyes paraméterei viszonylag jol megjosolhatok az aramlépcsos

valaszaik alapjan. Ezeket az észleléseinket a korabbi sejttenyészetes adatainkkal osszevetve

megallapithatjuk, hogy itt a statikus vs. dinamikus serkenthetdségi mutatok kozott kifejezettebb

Osszefliggést talalunk (Szabo et al., 2021). Ennek egyik oka az lehet, hogy a subiculum

piramissejtek alacsonyabb fiziologiai diverzitassal rendelkeznek, mint a fejlddésben 1évo

hippokampalis sejttenyészetek neuronjai. Mindemellett célszerli megvizsgalnunk, hogy a

kétféle dinamikus stimulacié kumulativ spike adatai hogyan korrelalnak. Ahogy a 7. abra

mutatja, itt sokkal élesebb korrelaciot észleltiink a dinamikus serkenthetdségi paraméterek

kozott, ahol mind a burst-0s, mind pedig a reguléris sejtek esetében linearis Osszefliggést

lathattunk a theta és gamma ritmusra adott kumulativ spike szamoknal (7. abra, rp=0,96). Ez
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azt jelenti, hogy a dinamikus valaszok sokkal jobban prediktalhatok egymas alapjan, mint a

statikus stimulaciokbél.

] Mindemellett azt is
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' jellegzetes burst-6k is

elmaradnak a neuronok tiizelési
valaszaiban. Ez utobbi jelenség kiilonosen akkor mutatkozik meg markénsan, amikor a
szinaptikus bemenetek erdsek, és intenziv tiizelést valtanak ki a sejtekben. Ilyenkor a sejtek
burst-6s jellegiiket elveszthetik és a regularis sejtekre jellemz6 akcids potencial mintazatot
generalhatnak. Mindezt a 8. abran lathatjuk, amely egy regularis (fekete szinnel) és burst-0s
¢s gamma bemenetnél vizsgaltam a tiizelési kiiszob kozeli (7,5 és 10,5 nS), illetve magasabb
konduktancidkon (25,5 nS) és azt talaltam, hogy a két sejttipus valasza a kiilonb6z6 bemenetek
alatt csak a kisebb ingerlési frekvencia esetében (4 Hz-es theta oszcillacio), a tiizelési
kiiszobhoz kozeli, alacsonyabb konduktanciaértékeken tért el markansan. Az ingerlési
frekvencia novekedésével (20 Hz-es gamma oszcillacio), illetve a konduktancia novelésével
tehat a korabban eltérd tiizelési dinamikaju sejtek tiizelési kimenetei hasonléva valtak. A
dinamikus stimulaciora adott fesziiltségvalaszok alatt a regularis €s burst-0s sejtekre vonatkozo
tiizelési események megbizhatosagi vektorai lathatok az altalam alkalmazott theta és gamma
frekvencia alatt. Ezek 1ényegében ,,vonalkddos” reprezentacioi a dinamikus clamp stimulacio
alatt észlelt spike-ok gyakorisaganak, tehat, hogy milyen valoszinliséggel fordulnak el6 akcids
potencialok a stimulus meghatarozott idédpontjaiban (a vilagos szinek a kisebb valoszinliségii
spike-okat jeldlik, a sotétek a gyakoriakat). Ez az analizis megmutatta, hogy a regularis és burst-

0s sejtek mindkét bemenet esetében hasonl6 idépontokban tiizeltek, viszont ahogy lathatjuk, a
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8. dbra: Reguldaris és burst-6s subiculum sejt dinamikus valaszai és tiizelési megbizhatosaguk
kiilonboz6 szinaptikus bemenetek és konduktancidk alatt. Ezen az abran a két eltérd fiziologiai
tipusba tartozo sejt (fekete — regularis, piros — burst-os) dinamikus clamp stimulaciora adott
valaszait lathatjuk, az dltalam alkalmazott theta és gamma rvitmus esetében, kiilonbozo
konduktanciaszintek alatt (A, B, C, D panelek). A fesziiltségvalaszok alatt kék szinskdlan a
sejttipusok tiizelési eseményeinek megbizhatosdgat dabrazoltam, ahol a vildgosabb drnyalatok a
kisebb, a sotétebb arnyalatok pedig a nagyobb megbizhatosagot jelolik (E és F panelek).
burst-6s sejtek tobb akcids potencialt generalnak, tehat intenzivebb tiizelést mutatnak
ugyanazon bemenetre (atlagosan sotétebb szinek jelentkeznek a vonalkodban).
Osszegzésképpen elmondhatd, hogy elektrofiziologiai kisérleteim soran részletesen
jellemeztem a subiculum piramissejtek kiilonbozo élettani és integrativ tulajdonsagait. A burst-
0106 illetve regularis sejtek miikodése markéansan eltérd volt a tiizelési kiiszobhoz kozeli erdsségii
bemenetek alatt, viszont intenzivebb stimuldcid sordn azok valaszai sok szempontbol
kiegyenlitettebbek lettek. Ehhez hasonld megfigyelések sziilettek thalamokortikalis
neuronokon, ahol a kutatok hagyomanyosabb stimulacidval, lassan emelkedé aram rampak,
illetve aramzaj alkalmazasa mellett figyelték a sejtek tonusos és burst-0s viselkedésének
valtozasat (lavarone et al., 2019). A mi kisérleti megkdzelitésiink jobban reprezentalja az agyi
aramkorokben eléforduld ritmusokat, szinaptikus bemeneteket és aktivitdsmintdzatokat.

Mindezek fényében megallapithatjuk, hogy a burst-616 €s regularisan tiizeld sejtek enyhe
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intenzitasu, alacsony frekvencidju szinaptikus bemenetek mellett eltérd jelfeldolgozasi
tulajdonsagokkal rendelkeznek, mig erds intenzitasu, magasabb frekvenciaju bemenetek alatt
viselkedésiik hasonlova valik. Méréseim tehat megmutattak a korszeri dinamikus clamp
technika alkalmazasanak ujabb lehetOségeit a komplex idegrendszeri integrativ folyamatok
megértésében.

Osszefoglald

A subiculum a hippokampalis formacio részét alkoto struktira, amely elengedhetetlen szerepet
jatszik a hippokampuszbdl érkezd idegi jelek feldolgozéasaban és a kiilonb6z6 kortikalis-
szubkortikalis agyteriiletekre vald tovabbitasaban. A subiculum principalis neuronjai, a
piramissejtek tiizelési profiljuk alapjan két kategdriaba sorolhatok: regularis, illetve burst-0s
tipusokba. Ezen sejtek szerepe a neurondlis informacidfeldolgozasban még nem eléggé feltart.
Az eddigi vizsgalatokban a kutatok tobbnyire hagyomanyos elektrofiziologiai mddszereket
alkalmaztak a subiculum sejtek elemzésére. Munkacsoportunk ugyanakkor hagyomanyos és
ujszer(, innovativ modszereket (dinamikus clamp) egyiittesen alkalmazva igyekszik feltarni a
subiculum neuronjainak integrativ tulajdonsagait. Jelen kisérleteinket egerekbdl készitett akut
agyszeleteken, egészsejt patch-clamp technikdval végeztiikk, amelyek soran hagyomanyos
aramlépcsoket és szimulalt szinaptikus aramokat is injektaltunk a sejtekbe. A dinamikus
stimuldci6 soran szimulalt theta- és gamma-oszcillaciokat valtottunk ki az idegsejtekben.

A statikus vs. dinamikus stimul4cid igazolta a neurondlis serkenthetdség differencialis
szabalyozasat. A reguléris, illetve burst-6s neuronok tiizelési vélaszai a stimuldcio erdsségétol
fliggd mértékben tértek el egymastol. Eredményeink kordbbi, sejttenyészeteken mért adatainkat
1s megerdsitik és tovabbi segitségiil szolgalnak a neuronokban miikddod ionaramok szinaptikus

integraciot szabalyozo hatasainak jobb megértéséhez.

Ko6szonetnyilvanitas
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elosegitették és gordiilékennyé tették mindennapos munkamat.
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Szerz61 Hozzajarulas

Az ex vivo agyszelet technika elsajatitasaban témavezetdm, Dr. Varrd Petra segitett, a
kisérletekhez felhasznalt allatok (18) miitéteit, az akut agyszeletek elkészitését és fenntartasat
laboratériumi asszisztens kozremiikodésével, magam végeztem.

Dolgozatomban osszesen 133 (79 regularis, 54 burst-616) subiculum sejt elektrofiziologiai
mérésébdl kinyert adatait elemeztem, minden sejtet onalléan mértem.

Az agyszelet preparatumok festését, a biocitinnel jelolt sejtek azonositdsat Dr. Ratkai Erika
Aniko tudomanyos munkatarsunk segitségével végeztem.

Az 4dramlépcsds (133 db) és dinamikus clamp (71 db) mérésekbdl szarmazd nyers fajlokat a
NeuroExpress program segitségével magam korrigaltam.

A statikus és dinamikus moddszerekkel meghatarozott paraméterek vizsgalatdhoz a korrigalt
mérési fajlokbol kinyert adatokat témavezetém, Dr. Szlics Attila segitségével, az Origin
szoftverrel abrazoltam.

Az elkésziilt grafikonok elemzésével a subiculumon beliil sikeresen azonositottam a két eltérd
tiizelésli principalis sejttipust, 6sszehasonlitottam azok legfontosabb élettani tulajdonsagait,
valamint korrelativ analizissel megéllapitottam a biofizikai paramétereik kozott 1évo

jellegzetes kiilonbségeket.
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