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A kutatdsi programnak megfeleléen a palyazati beruhazasokkal ¢és sajat
fejlesztéssekkel megteremtettiik a sokcsatornas multiunit elvezetések alapvetd feltételeit. Az
extracellularis elektrofiziologiai jelek sokcsatornas —erdsitésére az PTE, AOK,
Magatartastudomanyi Intézet, Neuropszichologiai Laborjdban helyileg kifejlesztett 16
csatornas komputer vezérelt erdsitd rendszert hasznaltuk, az elektromos jelek digitalizalasara
pedig, a limitalt tdimogatasbol, sikeriilt beszerezniink egy gyarilag felajitott CED micro1401
12 bites A/D konverter interface rendszert.

A viselkedd allatokon végzett elektorfiziologiai kisérletek egyik fontos sajatossaga,
hogy az elvezetd drot mikroelektroddkat a regisztralni kivant idegsejtek kozelébe kell
mozgatnunk, a kisérletek kozben. A mikroelektroddk ezen preciz mozgatasat az un.
microdrive-ok teszik lehetdvé melyeket sebészileg, az altaldban patkany, kisérleti alanyok
koponyajahoz rogzitiink. Mivel a kereskedelmi forgalomban beszerezhet6 ilyen microdrive-
ok igen dragak és a méretiik is meglehetdésen nagy, a vildg vezetd laboratériumaiban is
altalaban egyénileg készitik ezeket. Azonban az ilyen microdrive-ok készitése egy megfeleld
miuhelyt és technikai tudast igényel.

Nekiink is meg kellett oldanunk ezen microdrive-ok készitését. Egy teljesen uj

megkozelitést, a nyomtatott aramkéri (NYAK vagy angolul PCB) lapokat alkalmazva sikeriilt
leegyszertsiteniink és modularissa tenniink a microdrive-ok készitését (Czurko et al., 2001).
A PCB microdrive-ok lényege, hogy egy lekerekitett fejii csavar fejét két PCB lap rogziti a
vertikalis irdnyban, az anyacsavar oldals6 korbefordulasat pedig, az un. PCB tavtartd rudak
akadalyozzék. Igy a PCB-k kozotti csavar csavardsaval az anyacsavar mozog le és fel,
melyhez az elvezetd elektrodak rogzithetok.
A PCB microdrive technolégiaval és a szintén helyileg kifejlesztett a sokcsatornas eléerdsitok
alkalmazaséaval sikertiilt egy 0j csatlakoztatasi modot is kifejleszteniink, amely lehetévé teszi
nagyon kis helyen, igen sok elvezetd csatorna csatlakoztatasat (Szabd et al., 2002). A
megoldas l1ényege, hogy mikro-csatlakozok helyett a csatlakoztatni kivant PCB-ken alakitunk
ki két identikus csatlakozasi felszint €s ezek kozott egy ugynevezett szilikon inter-rubber
1étesit rugalmas elektromos Osszekottetést. Az alkalmazott megoldds igen nagy jelentdségii,
mivel vildgszerte, folyamatosan ndé a viselkedd 4llatokon torténd sokcsatornds
elektrofiziologiai elvezetésekkel kapcsolatos érdeklddés, és a folyamatos technikai fejlodés
mellett az egyik legnagyobb kihivas az egyre ndvekvo csatornaszam csatlakoztatdsa az allatok
fejen szliken rendelkezésre allo helyre.

A kutatasi programnak megfeleléen a Gyrus Dentatus (GD) teriiletén miikddd

szemcsesejtek €s interneuronok aktivitdsat analizaltuk viselkedd patkdnyokon. A beszerzett
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impedanciamérd késziilék segitségével sikertilt megfelelden beallitanunk a 25 mikronos tetrod
elektroddk impedancia értékeit az implantalas eldtt. A tervezett adatanalizald programcsomag
beszerzése is megtortént, a Plexon cég Offline Spike Sorter (OFS) programcsomagjat
szereztiik be, mellyel a tetrod elektrodokkal felvett extracelluldris akcidés potencial
mintazatokat analizaltuk grafikus kluszterezéssel.

A kronikus implantalasokra a korabban emlitett PCB microdrive-okat alkalmaztuk ill.
né¢hany esetben 0sszehasonitas végett a Bristoli Egyetemen MRC kozpontjaban kifejlesztett
(Computer Aided Design & Machining; Bruno Rivard / Robert L. Muller) delrin mikrodrive-
okat is kiprobaltuk. A PCB microdrive-okat az évek soran felgyiilemlett tapasztalatok ill.
néhany kiilfoldi kisérletes labor észrevételei alapjan tovabb is fejlesztettiink. Ezen
fejlesztéseket ¢és Ujitdsokat egy modszertani cikkben foglaltuk Ossze, mely most van
publikalas alatt (Toth et al., 2006).

Tovabbi technikai fejlesztéseink arra iranyultak, hogy a kronikus elvezetésekben az
allatok szabad mozgésat lehetévé tevo sokcsatornas és igen draga ,,swivel-t” valamilyen
megoldassal kivaltsuk. Erre kinal megoldast a ,,digitalis swivel” technologia, melynek
lényege, hogy a sokcsatornds, 24 bit felbontassal folyamatosan mintavételezett adatokat
megfeleld elektronikai megoldéassal egyetlen adatkabelen vezetjiik a szamitogép USB port-

jara (Szabo et al., 2005).

A GD idegsejtjeinek multiunit aktivitds analizise azt mutatja, hogy tobbféle sejttipust
is el tudunk kiiloniteni a GD-ban a sejtek aktivitdsmintdzata alapjan. Ahogy az 1. abra els6
sora mutatja, a legnagyobb amplitid6ju akciés potenciallal elvezetett sejtek gyakran igen
keveset tiizelnek (az egyes sejtek grafikus kluszterezéssel torténd elkiilonitését a tetrod
elektrod egyes csatorndin megjelend akcios potencial mintdzat segiti). Az 1. édbra tovabbi
része az egyes idegsejtek aktivitdsmintdzatara jellemzd, tiizelési idO korrelacids matrixot
mutat az elsé sorban jelzett idegsejtekre vonatkozoan (iddablak +/- 50 ms, bin=0.5 ms). A bal
felsd saroktdl jobbra keresztben lefelé lathatok a legfelsé sorban az akcids potencialokkal
jelzett sejtek autokorrelacidi. A mellettiik 1athatd keresztkorrelaciok esetén a referencia sejt

mindig az autokorrelacidnak megfeleld sorban van.
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1. dbra

Mint lathatd az elsé sor elsé ¢és negyedik sejtje nagyobb amplitidoji akcios
potencidllal rendelkezik, azonban igen alacsony frekvenciaval tiizel (0.039 ill. 0.020 Hz). Az
elsd sor masodik ¢és harmadik sejtje nagyobb frekvenciaval tiizel (1.005 ill. 3.195 Hz) és
autokorrelaciés hisztogramjuk szép, sajatos ,,karcsi” burst-0s aktivitdsmintazatot mutat. Az
0todik sejt a krosszkorrelacioi tanulsaga szerint nem kiilonallo sejt, hanem a harmadik sejt
aktivitasanak a része, mivel a nagyobb valoszinliséggel tiizel a harmadik sejt el6tt és utan,
ugyanakkor kozos refrakteritasuk van. Lathato, hogy nem konnyi elkiiloniteni az egyes GD
szemcsesejteket az extracelluldlis elvezetésekben. Felmeriil, hogy a GD szemcsesejtjeinek

aktivitasat esetlegesen, mint multiunit aktivitast érdemes a viselkedés tiikrében analizalni.
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A masodik abra A része hasonlo elrendezésben két sejtet mutat a GD-ban. Az elsé egy
nagy frekvenciaval tiizeld interneuron, a masodik egy nagy amplitidoju akcios potenciallal
rendelkezd szemcsesejt. Az abra B része ugyanezen interneuron aktivitdsdt mutatja napokkal
késébb, amikor nagyobb aktivitdsu szemcsesejtek jelentek meg az interneuron mellett. Az
abra ezen B részén a korrelacios matrix idéablaka +/- 500 ms (bin 5 ms) amelyen nagyon jol
latszik a sejtek theta modulécidja. Az interneuron bal felsé autokorrelacids hisztogramjan
kiilondsen szembetling a sejt fenntartott tliizelése mellett a theta modulaciobol adodod 7 csucs.
A szemcsesejtek autokorrelogramjai esetén is lathatd a theta modulacié azonban dominal a
sejtek burstos jellege, a lecsengd aktivitas. Az intereneuron és a szemcsesejtek kozotti
keresztkorrelacidkban is megjelenik a theta modulécid, a harmadik és negyedik sejt kozotti
keresztkorrelacio, pedig megint arra utalhat, hogy a harmadik sejt nem kiilonallé sejt, hanem a

negyedik sejt bustjeinek legnagyobb amplitaddju része.

Mint ahogy az eddigi abrakbol is lathato a kronikus elvezetések soran aranylag nagy
biztonsaggal kiilonithetdk el a principalis sejtek €és az interneuronok a hippocampalis
elvezetésekben. A principalis sejtek anatomiailag homogen csoportot képeznek a
hippocampusban, az interneuronok anatomidja azonban igen valtozatos, €és jol karakterizalt
csoportokra oszthatd. Mindezekbdl logikusan adodik az alapvetd kérdés amellyel mi is
szembe kerliltiink, hogy lehetséges e a kronikus elvezetésekben az interneuronok valamiféle
funkcionalis csoportositasa.

Ennek a kérdésnek a megvalaszoldsara egyrészt korabbi az interneuronok
hippocampélis sharp wave (SW) korrelacios munkank (Csicsvari et al., 1999) ill. az utobbi
évek in vivo juxtacellularis munkai (Klausberger et al., 2003; Klausberger et al., 2004;
Klausberger et al., 2005) adnak jo kiindulopontot. Jelen kisérleteinkben megvizsgaltuk 75
theta modulalt interneuron theta tiizelési fazisat. Mint a 3. abran lathato, az interneuronok
tiizelési valosziniisége nem homogénen oszlik el a theta hullam lefutdsa soran, hanem

legalabb négy kitlintetett fazis talalhato.



Histogram of peak theta phase for 75
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3. 4bra
A négy kitlintetett theta fazisnak megfelelden az interneuronokat 4 osztalyba soroltuk (lasd 4.
abra).
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Mindezek utan a megvizsgaltuk az egyes osztalyokba sorolt interneuronok SW korrelacidit,

amennyiben alvas elvezetés is rendelkezésiinkre allt a vizsgalt interneuronnal kapcsolatban.

Phase peak class 1 class 2 class 3 class 4
classes
No of cells in 42 12 7 14
class
No. of SW corr. 18 9 4 6
tested
SW corr. Sgl Peak: 9 |SglPeak: 6 |SglPeak: 1 |SglPeak: 4
results Double: 6 |Double: 2 |Inhib.: 1 | Double: 2
Biphasic: 1 |Unrelated: 1 | Sml. Incr.: 2
Unrelated: 2

Bistratified CCK basket AX0-axo PV basket

1.tablazat

Amint az 1.tablazatbol lathatod, bar az SW korrelaciok nem teljesen homogének, a theta
fazissal egylitt meglepden jol beazonositjak az egyes funkciondlis interneuron osztalyokat, a

juxtacellularis elvezetésekben anatomiailag identifikalt interneuron csoportokhoz (Czurko, et

al., 2006).

A GD szemcsesejtjeinek aktivitasat az allat viselkedésének tiikrében is vizsgaltuk.
Vizsgalatainkbol ugy tlinik, hogy szemcsesejtek magatartassal korrelalt aktivitdsdnak
legjellegzetesebbike a helyhez kotott aktivitds. Az 5. abra 3 GD szemcsesejt és egy
interneuron place map-jét, akcidés potencidl mintazatat, interspike intervallum histogramjat
(IST) és autokorrelogramjat mutatja. Amint azt az 5. abra is mutatja, a GD szemcsesejtek place
field-je elég kicsi (elsd oszlop), vagy tobbszords (masodik oszlop). A tdbbszords place field
felveti, hogy esetleg két vagy tobb alacsony frekvenciaval tiizel6 szemcsesejt jelenik meg

azonos akcios potencial mintazattal a tetrode elektrodon.
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5. abra

Az 5. édbra harmadik oszlopa valamivel magasabb atlagos tiizelési frekvenciat mutat
(2.03 Hz), homogén place field-et. Az 5 ms-os ISI megfeleld refrakteritast mutat az 500 ms
autokorrelacidé fenntartott aktivitdsa azonban felveti, hogy esetleg tobb GD szemcsesejt
egylittes aktivitasardl lehet sz6. A negyedik oszlopban egy interneuron lathato. Mindezek
felvetik, hogy GD-ba érkezo hellyel kapcsolatos informacié mi médom keriil feldolgozasra a
GD szemcsesejtjein, hogy az igen alacsony frekvencidval tlizeld sejtek valodi place sejtek e,
vannak e tobbszords place field-ii ill. nagyobb place field-li sejtek, vagy ezek tobb sejt

egylittes szinkron mitkddésébdl adodnak (Czurko et al., in preparation).

A kronikus elvezetésekkel késziilt kisérletekben az elvezetett sejtek pontosabb szdvettani
identifikalasa jelent nehézségeket, mert a konvencionalis szovettannal az elektrodok hegyének
pontos elhelyezkedése nagyon nehezen allapithatdo meg. Ez kiilondsen fontos a GD teriiletérol
végzet elvezetésekkel kapcsolatban, ahol a szemcsesejtek aktivitds mintdzat alapjan torténd
identifikalasa bizonytalanabb. Az elektrodak hegyének pontosabb lokalizalasara ill. az
elektroda hegye koriil elhelyezkedd sejtek karakterizalasara egy 0j megkozelitést kezdtiink

alkalmazni, a Gallyas-féle sotét sejt eziistoz6 modszerrel. Az elképzelés lényege, hogy a



elvezetések befejezése utan, a mikroelektrodakra megfeleld ingerlé aramot adva az elektrodak
koriili sejtek sotét allapotba hozhatok (a cytoskeleton kollabal) és igy a sotét idegsejt eziistozo
modszerrel megfesthetok. E modszer alkalmazasa kozelebb vihet minket a DG szemcsesejtek
»téri  viselkedésével” kapcsolatos bizonytalansagok tisztazdsdhoz (Czurkéd et al., in

preparation).

Mint a jelentésbdl lathatd, a palyazattal kapcsolatos jelentds eredményeink publikdldsa még
folyamatban van, ezért kérjiik, hogy a jelentésben foglaltak alapjan sziiletett mindsitést az
OTKA kiegészitd eljarasban késébb modositsa a 2 éven belil megjelent kdzlemények

figyelembevételével.
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