OTKA K 67747 ZAROJELENTES
Motoros szabalyozas neuronalis szinten és egy kézponti ritmusgenerald
haldzatban

1) A motoneuronok altal fogadott reticulospinalis és propriospinalis kapcsolatok korrelativ
vizsgalata felnétt békaban

Korébbi fiziologiai vizsgalatok szerint a gerincvel6i végtagmozgaté motoneuronok (MN) altal
fogadott individualis propriospinalis axon intraaxonalis ingerlésekor a lumbalis MN-okbol
intracellularis elektrodaval elvezett EPSP-ok amplitiddi két nagysagrendnyi tartomanyban
(0.1 — 8.0 mV) szérnak, amin beldl ,kis” (<1.2 mV), és ,,nagy” (> 1.2 mV) amplitadoju
EPSP-okat produkalé axon - MN parokat kilonitettek el. Ugyanakkor a cervicalis MN-ok
altal fogadott reticulospinalis kapcsolatokat tanulméanyozva a reticulospinalis axon
ingerlésekor a posztszinaptikus MN-bol mindig ,,kis” EPSP-t vezettek el.

E fiziologiailag mért eltérések magyaréazatahoz a cervicalis és lumbalis MN-ok &ltal fogadott
reticulospinalis és propriospinalis szinaptikus kapcsolatok eltéréseit és a posztszinaptikus
MN-okat tanulmanyoztuk morfoldgiai modszerekkel és szamitdgépes, morfoldgiailag nagy
hiiségii kabel modellekkel.

Fobb eredmények

1) A fiziologiai méréseket kovetéen a kollaborécids partner &ltal neurobiotinnal megjel6lt
MN-okat Intézetlinkben Neurolucida segitségével térben rekonstrualtuk es az - ugyancsak
jelolt - axon végzddéseket a dendriteken jeldltik.

2) Fénymikroszkdpos szinten a jeldlt reticulospinalis axonok 6-7; a propriospinalisok 6-12,
illetve 14-22 szoros appoziciot mutattak a posztszinaptikus dendritekkel a ,kis”, illetve
»hagy” EPSP-t mutato kapcsolatokban, mely appoziciok szomatol mért tavolsaga rendre 160-
1200 um és 260-1780, illetve 35-1315 pm volt. Elektronmikroszkdpos szinten a
propriospinalis axonok szoros appozicidiban altaldban egy bouton alkotott egyetlen
szinapszist. Harom szoros appozicidban 2-2 boutont talaltunk, boutononként egy szinaptikus
kapcsolattal. Az EM szinten identifikalt propriospinalis kapcsolatok atlagos szama és
tavolsaga 8 és 356 um, illetve 5 és 1298 um volt a "nagy” és ,,kis” EPSP-t mutatd sejtek
esetében.
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program (Duke University, USA) segitségével felépitettik a posztszinaptikus MN-ok
szegmentélis kadbelmodelljeit, melyek tartalmaztak a propriospinalis axonterminélisok altal
alkotott szinapszisokat, melyeket az irodalomban elfogadott alfa fuggvény szerinti
konduktanciavaltozassal modelleztunk.

4) A szinaptikus konduktancidk kinetikajat a kisérletesen elvezetett unitary EPSP-okhoz valo
illesztéssel hataroztuk meg. E szinaptikus konduktancidkban nem talaltunk jelentds
kilonbséget a proprisospinalis kapcsolatokat fogado ,,kis” és ,,nagy” EPSPs MN-okban.

5) A cervicalis és lumbalis MN-okat (n=16) morfolégiailag 12, -elektrotonikus
tulajdonsagaikat 7 descriptorral leirva a discriminancia analizis a neuronokat szegmentalisan
helyesen klasszifikalta és a szeparécio szignifikans volt.

6) Ventro-medialis iranyban a cervicalis MN-ok dendritjei szignifikdnsan nagyobbak voltak.
Ez a lelet jol korrelal azzal a ténnyel, hogy e dendritikus terilet a tectospinalis palya exkluziv
végzbdési teriilete a cervicalis MN-okban és ez a palya nem végzddik a lumbalis szegmentum
MN-jain.

7) Eltérést talaltunk a cervicalis és lumbalis szegmentum végtagmozgatd MN-jai kdzott a
dendritek elagazddéasi pontjainak térbeli eloszlasaban is.



8) A somatopetalis dendritikus ingeriletvezetés hatékonysagaban is eltéreseket talaltunk a
cervicalis és lumbalis MN-ok kodzott. Ezekhez a vizsgalatokhoz a szamitdgépes modellben
minden MN eseteben a dendritek tobb ezer pontjaban araminjekcioval, illetve
konduktanciavaltozassal azonos szinapszist modelleztink és a posztszinaptikusan kialakulo,
valamint ennek terjedése soran a szdmara eljutd PSP alakparamétereit (amplitido, emelkedési
ido, félértékszélesség) vizsgaltuk, hogy a teljes dendritarborizacié ingeriletvezetési
tulajdonsagait feltérkepezhessik.

8i) A kiilonb6z6 dendritikus pontokbol indulé PSP-ok ingerUletterjedését a ”log attenuation”
segitségével vizsgalva egy a szomatdl mért kritikus, 1500m -es tavolsagot talaltunk: Ett6l
kdzelebbi tavolsadgokbol induld és a széma felé terjedé PSP-ok a cervicalis MN-okban, mig a
tavolabbrol indulok a lumbalisakban gyengllnek kevesebbet.

8ii) Az 1500 um-es kritikus tavolsag léte, illetve a PSP gyengllések ardnyanak fenti
megfordulasa a kritikus tavolsagban fuiggetlen a szdma-dendritikus inhomogenitas mértékétol
és a teljes neuronellenallastdl is.

8iil) A MN-ok két csoportjat az (eltér6) méretiiktél flggetlenitve is vizsgaltuk. Ehhez a
somatopetalis feszlltség- és aramtranszfer értékeket, illetve az EPSP alakparamétereket
standardizaltuk. A transzfereket és az alakparamétereket a dendritek altal fogadott
szinapszisok harom kiilonb6z6 hattéraktivitasa (a dendritmembran feliiletegységenkeénti
ellendllaséanak valtoztatasaval modelleztik) mellett is megvizsgaltuk. A steady-state
fesziiltségtranszferek alapjan végzett cluster analizis a hattéraktivitas er0sségétdl fliggetleniil
mindig elkilonitette a cervicalis és lumbalis szegmentum MN-jait. A steady-state
aramtranszferek alapjan azonban csak magas hattéraktivitas esetében kiléniulnek el a MN-ok.
8iv) A tranziens szinaptikus aktivitds (konduktanciavaltozas) hatdsara a posztszinaptikus
membranban, illetve a szoman mérheté PSP amplitadok aranya alapjan a két MN populécio
barmely hattéraktivitas esetében elkilonil, de a dendritikus és szomatikus PSP-ok emelkedési
idejei es félértékszélességei nem tesznek kilonbséget a cervicalis és lumbalis szegmentum
MN-jai kozott.

9) A lumbalis MN-ok morfoelektrotonikus transzformaltjai (a somatopetalis dendritikus
ingeruletterjedés soran mért ,,log attenuations™) jobban eltértek az eredeti morfoldgiatol, tehat
a lumbalis szegmentumban a dendritek morfologiajabol és a szinaptikus kapcsolatok szomatol
mért tavolsagabol kevésbé kovetkeztethetiink a szinapszisok szoman mérhet6 hatékonysagara.
10) Elektronmikroszkopos vizsgalatok kimutattak, hogy a MN dendritek nem sima felszintiek,
hanem kis kitliremkedésekkel (thorn) rendelkeznek, azonban ezek meérete és alakja a jol
iIsmert ,,spine”-oktol eltérd, s igy funkcidja is mas lehet, amir6l semmilyen irodalmi adat
nincsen.

Az amplitadé differenciacio lehetséges egyéb okait vizsgalva azt talaltuk, hogy

10i) a thornok alakja, illetve a szinapszisok thornokhoz viszonyitott helyzete jelent6sen
befolyasolhatjak a kialakulo ,,unitary” EPSP-k nagysagat és

10ii) a szébmahoz kdzeli propriospinalis kapcsolatokat fogado ,,nagy”, EPSP-s MN-okban az
idéablak, melyben a propriospinals axonok altal adott szinapszisok altal generalt PSP-ok
hatékonyan (nem nagyobb, mint 20%-0s nem-linearis komponenssel) szummalédnak mintegy
kétszer szélesebb, mint a ,,kis” EPSP-t produkal6 MN-okban. Ez azt jelenti, hogy a a PSP
szummacio a ,,nagy” EPSP-t produkalé neuronokban jéval hatékonyabb lehet.

11) A cervicalis és lumbalis szegmentum végtagmozgatdé MN-jai kozott altalunk talalt
kulonbségek azt is jelenthetik, hogy a gerincveld kiilonb6z6 szegmentumaiban korabban
megfigyelt eltéré motoros mintazat generald képesség nem csak a gerincveldi kozponti
interneuronalis ritmusgeneralé halozatok eltéréseire vezethetd vissza, hanem részben az
izmokat beidegzé MN-ok szegmentalis eltérései is magyarazhatjak.



Publikaciok: E témahoz kapcsoldéddan a fentebb taglalt eredményeket 6sszefoglalo in extenso
kdzleményink revised verzidja biralat alatt a BMC Neuroscience-nél. Ezen tilmenden egy
tovabbi in extenso kozlemény el6késziiletben, egy, a motoneuronok morfoldgiajarol irt
konyvfejezetet kozlésre elfogadtak, valamint 6t kongresszusi absztrakt megjelent.
(Részletesen a feltoltott kozlemenyjegyzékben.)

2) A szinapszisok geometriai és funkcionalis térben vald eloszldsanak korrelativ vizsgélata a
kozponti idegrendszer neuronjaiban

A) A béka gerincveld sziirkeallomanya transzverzalis metszetben dosrsalis, lateralis, ventro-
lateralis és ventro-medialis mezdékre oszthatdo az itt talalhatd dendritekkel szinaptizalo
afferenseknek megfeleléen. A lateralis motoros oszlopban elhelyezkedd végtagmozgatéo MN-
ok dendrit arborizacidja mindegyik mezdben megtaladlhatd, ezért azok Gsszehasonlitdsa a
dendritikus mez6k szintjén is indokolt. A cervicalis és lumbalis szegmentumokban
elhelyezked6 és a mellsé és hatsd végtagokat mozgatdé MN-ok az el6z6 pontban részletezett
reticulospinalis és propriospinalis axonok posztszinaptikus target neuronjai, igy e neuronok
morfoelektrotonikus 6sszehasonlitasa az 1) kutatasi téma problematikajanak megeértéséhez is
hozzajarulhat. Masrészt a cervicalis és lumbalis végtagmozgatdo MN-ok 6sszehasonlitasa
hozzajarul a kozponti idegrendszeri neuronok lokalizacid fiiggd morfofunkcionalis
vizsgalatahoz is.

Az elmult idészakban az iontoforetikusan neurobiotinnal vagy cobalt-lysinnel feltoltott MN-
okat 3-dimenzidban rekonstrualtuk. Mostani vizsgalatainkhoz a mez6k hatarait, valamint a
mezokbe esé dendrit szakaszokat kijeloltiik. Ezt kovetéen a MN-ok szegmentalis kabel
modelljeiben - melyeket a NEURON szimulator (Duke University, USA) segitségével
alkottunk - a posztszinaptikus potencidlok (PSP) somatopetalis transzfer tulajdonségait
vizsgaltuk a dendriteken, aszerint, hogy melyik dendritikus mezében generalodik a PSP és
melyik gerincvel6i szakaszon helyezkedik el a MN.

F6bb eredmeények

Szamitogépes szimulaciok alapjan:

1) Az azonos dendrit mez6kbdl indulé PSP-ok esetében a sejttesten mért steady-state aram- és
fesziiltsegtranszferek — a lateralis mez6 kivételével - szignifikansan nagyobbak voltak a
cervicalis MN-okban a lumbalisokhoz képest (Mann-Whitney és t-teszt, p<10™®), ami a
cervicalis MN-ok lokalizalt inputra vonatkoz6 hatékonyabb ingeriletvezetését tikrozi.

2) Tranziens, de azonos konduktanciavaltozassal modellezett és azonos dendritikus mezébél
induld szinaptikus inputok esetében a szoman mérhet6 PSP-ok amplituddja, 10-90%
emelkedési ideje és fél-érték szélessége nagyrészt helyesen klasszifikalta a MN-okat
szegmentumok szerint.

3) A dendritek altal fogadott, folyamatosan valtozo intenzitdst szinaptikus konduktancia
valtozasok (szinaptikus hattéraktivitas) steady-state aram- és fesziltségtranszferre gyakorolt
hatasat is tanulmanyoztuk a két MN csoportban a dendritikus mezok szintjén is. Ezen
szinaptikus  hattéraktivitas modellezését a dendrit membran feluletegységenkénti
ellenallasanak (Rmd) véltoztatasaval valositottuk meg. Kontrol hattéraktivitdsnak a steady-
state aram- és fesziiltségtranszfer tanulmanyozasanal hasznalt 20000 Qcm?-es dendrit
membréan ellenallast tekintettilk. A magas szinaptikus hattéraktivitast 5000 Qcm?-re
csokkentett Rmd-vel, mig az alacsony szinaptikus aktivitast 50000 Qcm?-re névelt Rmd-vel
szimulaltuk. A magasabb szinaptikus hattéraktivitas csokkentette, mig az alacsonyabb névelte
a somatopetélis &ram- és fesziiltségtranszfert mindkét sejtcsoport Osszes mezdjében. A
valtozds mertéke azonban szignifikans kulonbségeket (t-test, p<0.05) mutatott a MN-ok




szegmentalis helyzete szerint: a szinaptikus hattéraktivitds emelkedése jelentdsebben
befolyasolta a lumbalis MN-ok dendritikus ingeriletvezetését, a hattéraktivitas csokkenése
pedig a cervicalisokét.

B) Egy altalunk kidolgozott Gj modszer; a morfofunkcionalis (morfoelektrotonikus és
morfotemporalis) matrixok segitségével elemeztik kilonboz6 kozponti idegrendszeri
neuronok (béka gerincvel6i végtagmozgatdé MN-ok, egér hippokampalis piramis sejtek és
Kisagyi Purkinje sejtek, n=15) dendritfelszineinek eloszlasat (A MN-ok sajat anyagunkbol, a
tobbi sejt internetes adatbazisbdl szarmazik). A matrixok megalkotdsdhoz a sejtek
kompartmentalis kabelmodelljeiben a dendritek kiilonb6z6 pontjaibol induldé somatopetalis
dendritikus ingerlletvezetés soran létrejové PSP gyengiiléseket és a szomaig torténd
vezetéshez sziikséges idOket vizsgaltuk, valamint a modellezett szinapszisok szématol valo
»path distance” tavolsagait mértuk. Ilyen mddon sejtenként tobb ezer szinaptikus pozicidbdl
indul6 PSP terjedési viszonyait vizsgalva kiszamitottuk a morfofunkcionalis méatrixokat.

A 10X10-es vagy 100X100-as morfofunkcionalis (melyek alapvetéen kétfélék;
morfoelektrotonikus vagy morfotemporalis matrix) matrixban a szamértékek (vagy
szemleletesebben a szinek) az adott geometriai és funkcionalis helyzetii dendritek relativ
felszinét (~fogadott szinapszisok szamat) mutatja a dendritek Osszfelszinének (~6sszes
dendritek altal fogadott szinapszis) szazalékdban. Funkcionalis helyzeten a dendritikus
pozicid sejttesttél (pontosabban az axon eredési kuptol) mért funkcionalis tavolsagat értjik,
amit a szinapszis mikodése soran generalt PSP — szomaig valé terjedése kdzben bekovetkezo
— gyengulésével (morfoelektrotonikus matrix), illetve a terjedéshez sziikséges id6vel
(morfotemporalis matrix) definialunk. A morfofunkcionalis matrixban az egy sorban, de
kiilonb6z6 oszlopokban szerepld szazalékok az adott geometriai, de kiilonbozd funkcionalis
tavolsagban 1évé dendritek felszineit mutatja a teljes dendritfelszin szazalékaban. A matrix
egy oszlopaba, de kiilonb6zd sorokba irt szdzalékok pedig az adott funkcionalis, de kiilonbz6
geometriai tavolsagban talalhaté dendritfelszint adja meg. A matrixban szerepld értékek
Osszege 100%, vagyis a dendritek dsszfelszine.

A matrixban szerepld szamértékeknek szinkodokat megfeleltetve grafikusan szemléltethetoveé
valt a dendritek teljes felszinének geometriai eloszlasa és a dendritikus szinapszisok altal
generélt PSP-ok terjedési viszonyai kozotti 0sszefuggés. A modszer univerzalis; alkalmas
barmely neuron dendritfelszinének morfofunkcionalis feltérképezésére és szemléltetésére,
barmilyen passziv vagy aktiv ion csatorndk jelenlétében mind somatopetalis, mind
somatofugalis ingerlletvezetési irdny esetében.

Fobb eredmények

1) A dendritfelszinek morfoelektrotonikus matrixban valo eloszlasa minden neuronban igen
inhomogén, de a neuron tipusra jellemzé mintazatot mutat. Cluster analizis technikaval
ugyanis kimutattuk, hogy a dendritfelszinek matrixban valo eloszlasa alapjan a vizsgalt harom
neuron tipus elkiilonithetd. Ez az elkiiloniilés kifejezettebb a morfoelektrotonikus matrixok
esetében (ahol a szinapszis geometria pozicidja és az onnan induléd PSP attenuécidja kozotti
kapcsolatot vizsgaljuk), mint a morfotemporalis matrixok esetében (ahol a geometriai helyzet
¢és a PSP terjedéshez sziikséges id6t vizsgaljuk).

2) A jelent6sen kiilonb6z6é neuron tipusok és fajok ellenére, a dendriteloszlasok tobb k6zos
tulajdonsagat figyeltiik meg.

3) Amikor a dendritfelszinek eloszlasat a geometriai és a funkcionalis térben elkilonitve
tanulméanyoztuk (sor-, illetve oszlopdsszegek a matrixban) az eloszlasok mindig unimodalisak
voltak és a funkcionalis eloszlas lényegében érzéketlen volt a hattér szinaptikus aktivitas
valtozasaira, valamint a teljes sejt ellenallasara.




4) Temporalis szempontbol a homogén, elektrotonikus szempontbol pedig az inhomogén
széma-dendrit membran esetében kiilonboznek jelentdsebben az idegsejtek.

5) A morfofunkcionalis matrixok hasznélata jelentds segitség lehet a szinaptikus integracios
folyamatok tanulmanyozasaban, valamint a modszer alkalmas lehet ugyanolyan tipusu ép és
koros neuronok 6sszehasonlitasara is, ami hozzajarulhat a morfoldgiai valtozasok
funkcionalis jelentdségének jobb megértéséhez.

Publikaciok: E témahoz kapcsoloddan a morfoelektrotdnikus matrixok modszerét és a fentebb
Osszefoglalt eredményeket bemutato in extenso kézleményinkhoz szilkséges eredmények kb.
80%-a rendelkezéslinkre &ll, illetve az eddigi anyagbdl 6t kongresszusi absztrakt mar
megjelent. (Részletesen a feltdltott kozleményjegyzékben.)

3) Szinaptikus integracid és koordinacié a béka (Xenopus laevis) embrio uszomozgasért felelos
gerincvelo6i kozponti ritmusgeneral6 hal6zataban

Megalkottuk a béka embrid kdzponti idegrendszerének realis hosszUsagu szamitdgépes
populacios modelljét a GENESIS program felhasznalasaval. A neuronhal6zati modellben a
neuronok szama és eloszlasa, az axonok hossza, valamint a szinaptikus kapcsolatok tipusa
megfelel az experimentalis morfoldgiai, fizioldgiai és farmakoldgiai adatoknak. Ez a gerinces
allatok els6é ilyen realisztikus modellje a szakirodalomban. Ebben, a béka embrid 0sz6
mozgasaért felelés kozponti ritmusgenerald halézatban vizsgéltuk a koordinécids
mechanizmusokat, a szinaptikus integraciot és azokat a feltételeket, melyek a rovid stimulusra
1étrejové hosszan tartd szasi aktivitds létrejottéhez sziikségesek.

F6bb eredmeények

1) Az Gszomozgasra jellemz6, a torzs két oldalan alternald izomaktivitas csak akkor lehet
onfenntartd, ha a gerincvel6i serkent6 interneuronok (IN) egy populécidja rovid felszalld
axonokkal is rendelkezik. (E felszallo axonok jelenlétét morfoldgiailag is bizonyitottak.)

2) Az uszémozgas soran jellemz6 a rostro-caudalis (R-C) iranyban a torzs mentén terjedd
mechanikai hullam, amely a vizben el6re hajtja az allatot. Az ennek megfelel6 R-C késes az
azonos oldali gerincveléi motoneuronok (MN) tlzelési aktivitasaban csak akkor volt
rekonstrualhaté populacioés modelliinkben, ha a serkenté premotor IN-ok eloszlasa nem volt a
gerincveld mentén homogén, hanem R-C gradienst mutatott, valamint axonjaik rovidek
voltak. (Ezek a tulajdonsagok morfologiailag igazolédtak.)

3) A MN-ok tiizelési aktivitasaban megfigyelhetd R-C késés csokkent, ha a MN-ok és a
premotor IN-ok kozott feedback serkentd szinaptikus kapcsolatok voltak. (Vannak fiziologiai
Kisérletek, melyek erre utalnak.)

4) Ezek a feedback kapcsolatok képesek intrasegmentalisan szinkronizalni a MN-ok tiizelési
aktivitasat.

5) A MN-ok kozotti intrasegmentalis elektromos szinapszisok tovabb szinkronizaljak a MN-
ok tiizelési aktivitasat lokalisan, azonban a tul erds elektromos csatolds hatasara a kiilonboz6
gerincvel6i  szegmentumok ko6zotti  szinkronitds mértékében talalt eltérések jelentOsen
nbhetnek. A kiilonboz6 gerincvel6i szegmentumok kodzott a legkisebb szinkronitasbeli
eltéréseket az elektromos szinapszisok 50000M -os ellenéllasa esetében talaltuk, amely
megegyezik ezen ellenallas kisérletes adatok alapjan becstilt értékével.

6) Az 1-5 megallapitasok nagymértékben fliggetlenek a neuronok membran tulajdonsagaitol, s
igy a koordinaciés mechanizmusok elsésorban nem bonyolult cellularis, hanem
neuronhaldzati szinten determinaltak, olyan egyszerii evolicios rendezd elvek szerint, mint
inhomogén vs. homogén neuron eloszl&s, vagy rovid vs. hosszi axon méret.




Publikacidk: E tétmahoz kapcsolododan a fentebb dsszefoglalt eredményeket in extenso
kdzlemény formajaban publikaltuk a J. Comput. Neurosci-ben. Ezen talmenden két - mar a
kiado altal publikalasra elfogadott — konyvfejezetben dsszefoglaltuk a fiatal Xenopus embrio
uszomozgaseért felelds kozponti ritmusgeneralod haldzatdban a motoros szabalyozas
kutatasaban elért fébb eredményeket, illetve a gerincesekben attekintettiik a gerincvel6i
motoros halozatok szervezddési elveit.

A palyazatban szereplé kutatdok kozil id6kozben Szokol Karolina elhagyta intézetiinket.
Helyette a projekt egyes részfeladatainak kivitelezésébe masokat vontunk be. Stelescu Andras
a projekt utolso szakaszaban egyetemiinkon belill mésik tanszékre tavozott és bar tovabbra is
részt vett a projekt megvalodsitasaban tavozasa lassitotta a munkat.

A koltségterv: nincs indokolandé eltérés.
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