A hippokampalis éleshullamok kialakulasanak haldzati mechanizmusai” cim( és
NNF 85659 szamu palyazat zardjelentése

A hippokampalis EEG egyik jellemz6 aktivitdsmintazata az un. éleshulldm, mely mai tudasunk
szerint fontos szerepet jatszhat egyes kognitiv folyamatokban, mint pl. a memdrianyomok
bevésése [1, 2]. A széleskor( in vivo kutatasok ellenére az éleshulldmok hatterében allo
pontos mechanizmusok mindmaig tisztazatlanok. Az egy év id6tartamu palyézat alatt célunk
volt, hogy egy in vitro modell segitségével felderitsik, miként jarulnak hozza a kiilénb6z6
sejttipusok ezen haldzati események kialakuldasahoz. Vizsgalatainkat egér agyszeleteken
végeztlik. Mivel a principalis sejtek szinkron kistilését a periszomatikus régidjukat beidegzé
gatlosejtek kozil a parvalbumin tartalmu interneuronok tudjak leghatékonyabban
szabdlyozni, ezért elsésorban ezen interneuronok szerepét szerettiik volna tisztdzni az
éleshullamok kialakuldasaban.

Ezt a célt két mddszer segitségével szerettiik volna elérni: a) farmakolégiai eszkdzokkel, ill. b)
optogenetikai megkozelités alkalmazasaval. Az els6 megkozelitésben a kilénbo6z6 receptor
antagonistakat lokalisan adagoltuk egy patch pipetta segitségével a hippokampusz-szelet
kiilonb6z6 rétegeibe, mikdzben 24-csatornas linedris elektrodsoron szimultan detektaltuk a
lokalis mez6potencialokat az egyes rétegekbdl. A kovetkezé megfigyeléseket végeztiik:

1.Ha lokalisan, a piramissejtek szomatikus rétegébe adtunk egy ionotrdp glutamaterg
receptor antagonistat, az NBQX-t,amely csak az AMPA/kainat tipusu receptorokra hat, akkor
az semmi valtozast nem okozott az éleshullamok gyakorisagaban, vagy amplituddjaban.
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Ez a megfigyelés konzisztens azzal az anatdomiai eredménnyel, miszerint a hippokampusz
piramissejtjei nem kapnak serkent6 szinaptikus bemenetet a szomaikra.

2. Ha lokalisan, a piramissejtek dendritfajara adagoltuk az NBQX-t, akkor az csokkentette az
éleshullamok gyakorisagat és az amplitudadjat.
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Ez az eredmény azt mutathatja, hogy a dendritikus régio szinaptikus serkentése sziikséges az
éleshullamok kialakulasahoz.

3.Ha lokalisan, a piramissejtek szomatikus rétegébe adtunk egy ionotrép GABA receptor
antagonistat, a gabazine-t, amely a GABA-A tipusu receptorokra hat, akkor az csékkentett az
éleshullamok amplituddjat a piramissejtek rétegébdl elvezetve, de nem valtoztatta meg
annak a gyakorisagat.
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Ez azt sugallja, hogy a piramissejtek periszomatikus régiojat beidegzé gatldsejtek szerepet
jatszanak a lokalis mez6potencial nagysaganak a kialakitasaban.

4. Ha a piramissejtek dendritfajara adagoltuk a gabazine-t, akkor az ndvelte a dendritikus
régidban mért éleshulldam-amplitidot és ezzel parhuzamosan a gyakorisagot is.
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Ez a megfigyelés azt mutatja, hogy a dendritikus régio szinaptikus gatlasa is kontrollalja a
serkenté sejtek aktivitasat, ezdltal az éleshulldmok kialakulasat.

Osszefoglalva, ezek a farmakoldgiai kisérletek azt a hipotézist tdmogatjak, miszerint a
piramissejtek egymas aktivitavalasa a rekurrens kollaterdlis rendszeren keresztiil inditja az
éleshullamot, amely ha elér egy kiiszobértéket, akkor kisuti a periszomatikus gatlosejteket. A
modell szerint az igy kialakuld visszacsatolo gatlas allitana le a piramissejtek aktivitasat. A
lokdlis mez6potencidlban az éleshullamok nagysagat a periszomatikus gatldsejtektdl eredd
szinaptikus gatlas szabalyoznad, azaz tobb gatldsejt egylitt-tiizelése nagyobb éleshulldamot
eredményezne, kevesebb gatldsejt aktivitasa pedig kisebbet.

Az éleshullamok sztochasztikus indulasardél az agyszeletben egy kilon tanulmanyt
készitettiink, amelyben tobbekkdzt azt vizsgaltuk, hogy milyen peremfeltételek kellenek
ahhoz, hogy egy éleshullam elinduljon a hippokampusz CA3 régidjaban. Azt taldltuk, hogy az
egyes piramissejtek esetleges tiizelése lancreakcidszerlen aktivalhat egyre tobb és tobb
piramissejtet, amely populacids aktivitas ha elér egy kritikus értéket (azaz egy, a
piramissejtek altal kivaltott szinaptikus serkentés mértéket), akkor az kisuti a gatldsejteket.
Azt figyeltiik meg, hogy az éleshullamok el6tt kb. 50 ms-al indul a piramissejtek
lancreakcioszer( aktivalasa. Ez id6 alatt kb. 20-szor valdsulhat meg 2.5 ms szinaptikus
jelatviteli id6vel szamolva a visszacsatold serkentés er6sédése a piramissejtek
neuronhaldzataban anélkiil, hogy a visszacsatold gatlas aktivalddjon. A parvalbumin tartalmu
kosarsejtek magas tlizelési kiiszobe lehet az egyik faktor [3], ami meghatarozhatja, hogy a
piramissejtek populacios aktivitasa mekkora maximalis mértéket érhet el. Ezen tulmenden
ebben a tanulmanyban megvizsgaltuk azokat a sejtszint(i mechanizmusokat, amelyek
szilkségesek és elégségesek ahhoz, hogy a hippokampuszban az éleshullam-aktivitasi allapot
atvaltson gamma oszcillaciora (lasd késébb).

Az NNF 78917 sz. palyazatunk tdmogatasi ideje alatt feltérképeztik az egyes idegsejttipusok
tlzelési aktivitasat, és a rajuk érkez6 szinaptikus bemenetek tulajdonsagait. A jelent palyazat
idejére athuzédott az adatok elemzése és azok rendszerbefoglaldsa. Ebben a munkaban azt a
megfigyelést tettilik, hogy a parvalbumint expresszalé kosarsejtek a legaktivabban az
éleshullamok alatt. A tobbi gatlosejt kevesebbet tlizelt. Ha 6sszevetettiik az egyes
sejttipusokra érkez6 szinaptikus bemenetek tulajdonsagait az adott sejtek tiizelési
sajatsagaival, akkor azt allapitottuk meg, hogy a piramissejtek az éleshullamok alatt akkor
tlzelnek, ha csokkent a szinaptikus gatlas mértéke a rajuk érkezd serkentéshez képest. Ezzel
szemben a gatldsejtek tlizelését a rajuk érkezd serkentés megnovekedett mértéke



determinadlja. Tehat, amig a gatlosejtek tlizelését az éleshullamok alatt a szinaptikus
serkentés szabalyozza, addig a piramissejtek aktivitasat a szinaptikus gatlas. Az, hogy egy
idegsejt kisul-e az éleshullamok alatt, azt dontéen a szinaptikus serkentés és gatlas arany
hatarozza meg, ill. a serkentés abszolut mértéke. Ha a szinaptikus gatlas mértéke jellemzéen
nagyobb, mint a szinaptikus serkentés, akkor az a sejt nem fog akcids potencalt generdlni.
Akkor sem fog tudni kisiIni a sejt, ha a szinaptikus serkentés nagysaga kliszobalatti mértékda.
Ezekrdl az eredményekrdl egy kézirat készilt, ami bekildésre kerilt (Hajos et al., bekiildve).
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Amit azt az dbra is mutatja, a parvalbumin tartalmu kosarsejtek a legaktivabbak az
éleshullamok alatt. Hogy bizonyitsuk szerepiket az éleshullamok keletkezésébe, ezért olyan



farmakoldgiai eszkozoket alkalmaztunk, amelyek csak ezen sejtek szinaptikus kimenetét
gatoljak. Két ilyen drog hatdsat teszteltiik, egy mi-opioid receptor agonistat, a DAMGO-t,
amely bizonyitottan csak a parvalbumin tartalmu gatldsejtek idegvégz6désein hat a
periszomatikus régidban [4]; ill. egy P/Q tipusu fesziiltség-fliggd Ca2+ csatorna blokkolét, az
agatoxin-t, amely a periszomatikus gatlast kialakito GABAerg sejtek kozil szelektiven szintén
csak a parvalbumin tartamu idegsejteken hat [5]. A kisérletek predikcidja az volt, hogy ha a
parvalbumin tartamu gatldsejtek sziikségesek az éleshullamok kialakitdsahoz, akkor ezen
idegsejtek kimenetének a csékkentése DAMGO-val vagy agatoxinnal az éleshulldamok
drasztikus csokkenését vagy akar eltlinését is eredményezheti. A piramissejtek rétegébe
lokdlisan adagolt mindkét drog esetében valdban azt talaltuk, hogy az éleshullamok
jelent&sen csokkentek. Ez a kisérleti eredmény az eredeti hipotézisiinket latszik
aldtamasztani, miszerint a paralbumin tartalmu gatldsejtek altal generalt ionmozgds
alakitana ki az éleshulldmot a lokalis mez6potencidlban.

Ezeket a farmakologiai kisérleteket szerettiik volna optogenetikai eszkdzok
alkalmazasaval is megerdsiteni, de sajnos az MTA KOKI viruslaborjanak a kialakitasa, amely
elengedhetetlen feltétele e kisérleteknek, tobb mint fél év csiszassal, ez év januarjaban
keriilt belizemelésre. Az év els6 harom hdnapjaban, azaz a palyazat utolsé negyedében
beallitottuk a mddszert, amellyel a parvalbumin-cre transzgenikus egerekben
reprodukalhatd médon be tudunk AAV 2.9 szerotipusu virussal kék fényre aktivalodé
channelrhodopsin csatornafehérjéket vinni, és azok szelektiven a parvalbumin tartalmu
gatlésejtekben expresszalddnak. Az elektrofizioldgiai vizsgalatok folyamatban vannak, és a
palyazat lezarulasaval tovabb folytatjuk e kisérleti vonalat.

Osszefoglalva, a palyazat futamideje alatt farmakoldgiai eszkdz6k alkalmazasaval
bizonyitékokat talaltunk annak a hipotézisiinknek az alatamasztasara, mely szerint a
piramissejtek egymast aktivalva inditjak az éleshullamokat, mig az éleshulldam nagysagat a
periszomatikus régidban dontGen a parvalbumin tartalmu gatldsejtek axonvégzddéseibdl
felszabaduld GABA 3ltal kivaltott Cl- ionmozgas okozza az extracellularis térben. Mivel
nagyon hasonld mechanizmus hozza létre a gamma oszcillaciot is a hippokampusz-szeletben,
ahogy azt egy kordbbi munkankban mutattuk [6], ezért felmerdl a kérdés, hogy ugyan azok a
neuronhdldzati elemek, nevezetesen a piramissejtek és a parvalbumin tartalmu gatlésejtek,
milyen feltételek mellett alakitanak ki egyszer éleshullam-aktivitast, mig maskor gamma
szamitégépes modellezéssel azt kaptuk, hogy a neuronhalézat miikodésének atkapcsoldsa
egyik aktivitasi allapotabdl a masikba dont6en két paraméter athangoldsaval elérhetd: a
sejtek serkenthet&ségének és a szinaptikus sulyoknak a mddositasaval. Ez a nagyon egyszeri
megoldas dramai hatast valt ki a neuronhalézatok dinamikajaban. Az éleshullamok alatt a
piramissejt-populacidban az aktivitasi szint magasra tud néni, mert erds a sejtek kozti
jelatvitel hatékonysdaga, amivel parhuzamosan a gatlésejtek magasabb kiszdébnél kapcsolnak
be. Ezzel szemben a gamma oszcillacio alatt a piramissejtek gyakran aktivalédnak, mert
depolarizalédva vannak, de mivel a koztlk Iév6 szinapszisok hatékonysaga csokkent, igy az
aktivitas gyorsan elhal a halézatban részben azért, mert a gatldésejtek hamarabb, kisebb
aktivitasi szint mellett kezdenek tlizelni, ami meggatolja a piramissejtek tovabbi tiizelését
addig, amig a szinaptikus gatlas tart. Ezt az elméletet szemlélteti a kovetkezs abra:
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Az éleshullamok alatt (SWR), ami ritkan kovetkezik be (~1Hz gyakorisaggal), kevés piramissejt
inditja a haldzati aktivitast (piros sejtek), amely viszont magas szintet ér el a sejtek kozti erds
kapcsolatok miatt (fekete vonalak). A gamma oszcillacio alatt (amikor ~30 Hz-es
gyakorisaggal kovetik egymast a szinkron és nem szinkron allapotok), tobb piramissejt aktiv a
szinkronaktivitason kivul, de a szinkronaktivitas alatt kisebb mértékd a piramissejt-tiizelés
populdcids szinten, ami viszont elégséges a gatldsejtek kisitéséhez, igy a gamma
oszcillacidgenezishez. Ebben az allapotban a sejtek kozti szinaptikus jelatvitel gyengébb
(sziirke vonalak) (Gulyas et al., kézirat).

Az eddigi eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a két szinkronitasi allapotot (az
éleshullamot, ill. a gamma oszcillaciot) feltehet6en ugyan az a neuronhaldzat hozza létre, de
mas paraméterek mellett. Tovabbi vizsgalatokban szeretnénk ezt a tézist megerdsiteni (vagy
cafolni), mert ez az Uj szemlélet dont6 hatasu lehet a szinkronitasi allapotok mogott
meghuzédd mechanizmusok megértésére, és jelentésen modosithatja a
neuronhalézatokban bekdvetkezd informacidfeldolgozasrél alkotott képiinket.

Mivel a palyazat célkitlizéseinek eléréséhez sziikséges kisérletes munkak még nem zarultak
le, és ezért az eredmények publikalasa is késébbre tolddik, ezért szeretném kérni, hogy az
OTKA egy kiegészits eljarasban két éven bellil minGsitse majd Ujra e zardjelentésben elért
eredményeket, figyelembe véve a kés6bb megjelent publikacidkat.

Budapest, 2012. majus. 24.

Hajos Norbert
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