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Témavezetd neve: ..

1. Dendrittiskék motilitasanak farmakol6giai modulaciéja.

Az korszeri kepalkoto eljardsok alkalmazéasa Ujszerii farmakoldgiai megkozelitést vitt a csoport
kutatasaiba, amely szadmos teljesen Uj, meglepé megfigyeléssel gazdagitotta a tudomanyteriiletet a
receptorok, ioncsatorndk muikddeserol, kolcsonhatasairdl. A két-foton mikroszkdp megfelel beéllitasait
megtalalva olyan térbeli feloldast értlink el, ami lehetéve tette a vizsgalatat a sejtek dendritjein lévé aprd
A perfundalé oldathoz vinpocetint (Cavinton) tettiink, amelytél, mint kognitiv mtikddéseket fokozo
anyagtol, varhatd volt, hogy befolyasolja a tliskék morfoldgiai dinamikajat. Eredményeink ramutattak a
vinpocetin hatasmodjanak egy teljesen 0j, eddig ismeretlen aspektusara: a tliske mozgekonysagat,
struktlra-atrendezési képességét serkentd hatasra. A vinpocetin hatasaban feltiin6 volt, hogy a mar létez6
tiskek fején kis nyulvanyok, spinuldk jelentek meg, amelyek a szinaptikus és a nem-szinaptikus receptiv
felszin novelését szolgaltak. Ezzel a felllettel aranyos a kiilsé informacio fogadasara alkalmas receptorok,
ioncsatornak, és mas membran alkotéreszek mennyisége. Elképzeléseik szerint ezeket a vinpocetin altal
okozott gyors valtozasokat az idegsejt struktirajaban a vinpocetin a citoszkeletonra gyakorolt hatasan
keresztil fejti ki. Igy talan konnyebben értelmezhetévé vélik az, hogy a vinpocetin hatasat szamos
kilénb6z6 receptoron, ioncsatorndn kimutattak: a felszinre gyakorolt hatds ezek szamét, igy az altaluk
medialt funkcid hatékonysagat is befolyasolja.

2. Nikotin preszinaptikus hatasai optikai eszk6zokkel megfigyelve

A nikotin dendritekben tapasztalhaté kivaltott kalcium véalaszokat moduldld hatasaért preszinaptikus
nikotin receptorok is okolhatéak. Kisérleteket végeztiink, hogy erre a jelenségre direkt bizonyitékokat
talaljunk. A feltoltott sejteken anatomiai jellegzetességeik alapjan (eredés, tlskék, varikozitasok, atmeré
valtozésa) megkerestilk az axonok transzmitter felszabaditési helyeit, a varikozitasokat. Akcids potencial
sorozatokkal lokalis kalcium emelkedéseket detektaltunk feltoltott CAL piramissejtek axon
varikozitasaiban. 120-140 um tavolségig tudtuk kovetni ezeket nydlvanyokat, ezt kovetéen a toltédese
ezeknek a vékony (1 um alatti) nydlvanyoknak gatat szabott a tavolabbi méréseknek. El6zetes
eredmeényeink alapjan ugy tiinik, hogy a nikotin adasa az axon varikozitasok kalcium regulaciojat képes
befolyasolni: 1 uM nikotin egy 35-40 %-0s serkentést okozott a terminalisok egy részében. Ez arra utal,
hogy nikotin alkalmazasaval a glutamat felszabadulas fokozhat6 ezekbél a boutonokbdl, hiszen a kalcium
szint novekedése és a release kozott mar régéta igazolt a kapcsolat. A kisérletek folytatasaképpen meg
fogjuk vizsgalni az axon varikozitasok heterogenitasat is a nikotin regulacié szempontjabdl. A mérhet6
tavolsagon belul meg fogjuk vizsgalni a nikotin hatasok szomatél vald tavolsag-fliggését is.

3. Ca** dinamika farmakoldgiai modulaciéja a hippokampusz piramissejt dendritekben

3.1. Nikotin receptorok hatéasa a visszaterjedé akciés potencialok &ltal kivaltott Ca** tranziensekre
dendrit tiskékben

Kisérleteinkben a nikotinnak a dendritek integracios tulajdonsagaira Kifejtett hatasainak megismerését
ttztik ki célul hippocampus CA1 régidjaban elhelyezked6 piramissejtekben. A kordbbi aktivitas rovid-tava
memoria nyomainak kialakitdsdban minden bizonnyal részt vesznek a visszaterjedé akcios potencidlok
altal megvalositott “jelentések”, amelyek a széma fel6l hordozzak az informaciot a szinaptikus és nem-
szinaptikus bemenetek szamara. A visszaterjedé szignalok és a szinaptikus bemenetek kozott fellepo
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interakciot, amely gy tinik jol 6sszhangban van a cellularis szintii memoria elképzelésekkel (long term
potentiation és depression), mas munkacsoportok igazoltak nemrégiben két-foton Kisérletekben. Az
irodalomban uralkoddé nézet szerint a nikotin receptorok a hippocampusban elsédlegesen az
interneuronokat aktivaljak, a piramissejteken megfigyelheté vélaszok indirektek. Ugyanakkor, elektron
mikroszkopos tanulmanyok szerint a piramissejt dendritekben, és ezeknek szinte mindegyik excitatoros
szinapszisaban megtaldlhatak a nikotin receptorok. A jelen vizsgalatokban arra vallalkoztunk, hogy ezt a
latszblagos ellentmondast feloldjuk. A hipotézisiink az, hogy a nikotin receptorok elsésorban modulatoros
hatassal rendelkeznek a dendritekben, és hatasaik serkentéek és gatloak lehetnek, igy a feloldasukra csak a
receptort aktivacié mikrodoménjaiben van lehetéség. Hippocampus CAL piramissejteket Oregon Green
BAPTA-1 (100 uM) festékkel toltottink fel egy patch elektrédon keresztiil. Akcids potencial sorozatokkal
(16 Hz, 900 ms) Ca** tranzienseket figyeltiink meg a tiiskékben és a kapcsolédé dendritszakaszokban (1.
abra). Az akcids potencialokat szomaba injektalt &rammal véaltottuk ki. Ez az igen nagy mértéki stimulécid
véltoz6 nagysagu Ca** tranzienseket valtott ki a dendritfa kiilonbdz4 részein. Az amplitidé megoszlésanak
az oka feltehetéen a visszaterjed6 akcids potenciél sorozatok gyengulése a felelés a dendritekben kifele
haladva.

Egy 10 perces kontroll periodust kdvetéen, nikotint (1 pM) adtunk a perfuziés oldathoz, melyet 5 percig
fenntartottunk. Az alacsony koncentracié és megfelelé idébeni lefutds alkalmas egy olyan modell
felallitasara, amely a dohanyosok veérében kialakul6 szinteket jol modellezi. Nikotin adasa nem
befolyasolta az akcios potencial sorozatokban a belsé frekvenciat. Sejtenként egy dendritet és egy tliskét
vizsgaltunk. A valaszokat 5 és 10 perccel a nikotin perfuzié megkezdése utan rogzitettiik (1. abra). A drog
perfuzidjat egy hosszabb kimosasi szakasz kovette, ez alatt a nikotin adasanak kezdetét kdveté 20. percben
egy kontroll mérest végeztiink. A nikotin hatasok ktzéas csak azokat az eseteket soroltuk, ahol a nikotin
perflziét kdvetéen a hatds kimoshatd volt. Néhany esetben megfigyelheté volt, hogy az Osszetartozd
dendrit-tiiske parokban a nikotin modulalé hatasa, melyet az akciés potencial sorozatok altal kivaltott Ca**
tranziensekre fejtett ki, nem volt 6sszhangban egymassal a két kompartmentben. Mas esetekben az
ellenkezé kimenetel is el6fordult: hatds a dendritben és hatastalansag a tlskében. Az akcids potencial-
kivaltotta dendritikus Ca?* vélaszok serkentése mogétt gyanithatéan a lokalis posztszinaptikus (ill.
extraszinaptikus) nikotin receptor hatas allt, de elképzelhet6 a preszinaptikus glutamat felszabadulas
serkentése révén megvalosuld indirekt hatas.

Cl C2 N wi w2
L I&I L J
I p—t T 1

Omin Smin 10 min 20 min 40 min

.~z

soran. (balra fent) IR-DIC kép. A sejteket fluorescens festékkel toltottik fel. (fent, kozépen) A sejt
haromdimenzios képe egy képbe siiritve. (balra lent) Egy bazéalis dendriten kivalasztottunk dendritet,
tlskéket, és line scan modban meértik a fluorescencia valtozasat. (kbzépen lent) A korrel&lt membréan
potencial valtozas és Ca?" jel. (jobboldalt) A kisérleti protokollunk, és az analizishez hasznalt kalkulacié.

Meglepé modon a nikotin adasa a hatast mutato esetek mintegy felében az akcios potencial-altal kivaltott
Ca”" jel csokkenését idézte els, amely eléfordult mind a dendritekben mind a tiiskékben. Ez is tobbféle
modon magyarazhat6: vagy egy indirekt hatas gatlé bemeneteken talalhato nikotin receptorok révén, vagy
egy lokalis receptor deszenzitizaciojaval. A tiskékben el6forduld nikotin-kivaltotta serkentés ill. gatlas
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minden esetben kimoshato volt. Az dendritekben keletkez6 ellentétes eléjelit hatdsok a szoman kénnyen
elképzelheté, hogy kioltjak egymast, ami megmagyarazhatja a patch clamp kisérletekben tapasztalt
hatastalansagat a nikotinnak. A 2003. év folyaman azt vizsgaltuk, hogy ezt a kettds hatast milyen
mechanizmussal éri el a nikotin. Feltételezhet6, hogy a hatdsok egy része azoktdl az axon terminalisoktol
szarmazik, amelyek az altalunk vizsgalt dendrit szakaszt, tlskéket beidegezték. Ezért egy szinaptikus
koktéllal, amely CNQX-et, AP-5 és bicucullint tartalmazott, a gyors szinaptikus transzmisszio hatasat
kikapcsoltuk a rendszerliinkb6l. Eredmeényeink azt mutattak, hogy a blokdd a serkenté komponenst
tavolitotta el a nikotin-okozta modulaciobol.

3.2. Dendritikus regenerativ jelenségek a nikotin receptor stimuléciét kdvetden

A piramissejtek dendritjeiben folyé Ca®* dinamika vizsgalatakor egy érdekes jelenségre lettiink
figyelmesek: amikor nikotin agonistakat nagyobb koncentracidban fecskendeztink a sejtekre, az
alaposabb analizisekor kiderult, hogy az EPSP-t6l és az akcids potencidloktol is eltéré jelalakkal
rendelkezé depolarizécidk is megjelentek. Mivel a felfutési id6 ezekben a jelekben (5,3 £ 0.3 ms, n=29) az
akcios potencialhoz kdzelebb esett (1.5 £ 0.06 ms, n=25), mint az EPSP-hez (25 + 1.8 ms, n=18), minden
valdsziniiség szerint egy a dendritben keletkezett, de az akcids potencialhoz hasonl6an regenerativ
esemény, un. dendritikus spike (D-spike) volt a nikotin altal kivaltott depolarizacio. Ezekben a
kisérletekben az AMPA, NMDA és GABAA receptorok szelektiv gatloszerei is jelen voltak, igy a
szinaptikus bemenetek szerepe kizarhato volt, a jelek posztszinaptikusan a dendritekben keletkeztek.

A nikotin-kivaltotta D-spike-okat az akcids potencialokkal és az EPSP-kel egy léptékben abrazolva kittinik
a jelek egyedi karakterisztikdja: a D-spike felfutasa rendkivil gyors, a lecsengését viszont szemmel
lathatéan mas tényezok hatarozzak meg, mint az akcids potencialt (2. abra). A leszallé 4gban a gyors esést
egy sokkal lassabb lecsengés koveti (2. abra).
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2. abra. Nikotin receptor-altal beinditott dendritikus akcids potencial-szerii jelenségek a piramissejtekben.
(a) Feltoltott CA1 piramissejt 2-foton mikroszkopos képe. (b) Nikotin receptor agonistak (nikotin vagy
kolin) nyomas adagolésa akci6s potencial sorozatokat és ezekhez kapcsol6dd Ca®* emelkedést hozott létre.
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Kontrollként a szomaba torténs araminjekcioval kivaltott 20 akcios potencial (fekete gorbe) altal kivaltott
Ca** emelkedést hasznaltuk. Az dbran 4 egymast kovets drogadas hatasét latjuk (1-4) (c) A nikotin
receptor agonistak altal kivaltott Ca®* jelek atlagos amplitidéi a kontrollhoz viszonyitva. (d) A sorozatban
egymas utan adagolt nikotin és kolin egyre gyorsabban megjelend elektromos és optikai valaszt hozott
létre, a jelek latenciaja csokkent. (e) A nikotin receptor agonistak altal kivaltott Ca®* jelek amplitddéja
viszont novekedést mutat, amennyiben egymas utan alkalmazzuk Jdket. (f) D-spike (piros gorbék) EPSP
(z61d gorbék) és akcios potencialok (fekete) harom kulonb6zé sejtbdl. Jobboldalt: a fontosabb paraméterek
atlagai valamennyi sejt alapjan: felfutasi ids (feltl) és amplitadé (alul).

4. Az aktivalas kompartmentjei interneuron dendritekben

A kiulonb6zé neuralis jelek képesek viszonylag nagyobb (tébb szaz mikrométeres) tavolsdgokat megtenni a
dendritekben, és igy a tavolabbi szinapszisok miikodésérdl is értesul a sejttest, ahol a sejt a kimenetet
generélja akcios potencialok formajaban. Kimutattuk, hogy ezen akcids potencidlok terjedese egyedi
jellegzetességekkel bir az interneuronokban: szemben a piramissejtekkel, a dendriteken a tavoli
szinapszisok felé haladva egyre nagyobb méretiiek lesznek az akciés potencialok 4ltal kivaltott Ca** jelek.
Mivel ismert volt korébbi tanulmanyokbdl, hogy a visszaterjed6 akcios potencialok interakcioba lépve az
aktiv szinaptikus bemenetekkel a koincidencia érzékeléseben jatszanak fontos szerepet, illetve a sejtszintii
tanulasi modellekben az egyszerre fellépé visszaterjedé jelek és szinaptikus valaszok, szupralinearisan
0sszegz6dhetnek, ami a piramissejtekben az an. long-term potentiation-ban (tartés potencirozas)
kulcsszerepet jatszik. Ezért elsd lépésben megvizsgaltuk a szinaptikus Ca?* valaszokat az interneuron
dendritekben. lgazoltuk, hogy az extracellularis stimulal6é elektréddal valoban az adott dendritszakaszt
beidegz6 axonokat aktivaltuk: megjelentek a szinaptikus atvitelre jellemzé sikerek (success) és sikertelen
atvitelek (failure), és a glutamaterg transzmisszié gatlasaval (CNQX, AP5) kimutattuk, hogy serkentd,
glutamatot hasznald rostok alakitjak ki ezeket a szinaptikus jeleket.

A hippocampus CA1 régiojanak str. radiatumaban elhelyezkedé interneuronokban vizsgaltuk a szinaptikus
ingerlés és a visszaterjed6 akcios potencidlok hatasat. A piramissejtekkel 6sszehasonlitva ezekben a
sejtekben a visszaterjedé akcids potencial-altal kivaltott Ca?* valaszok lefutasa elnyuijtottabb volt: mind a
felfutas, mind a lecsengés nagyobb idékonstanssal rendelkezett. A sejteket 1, 5, illetve 18-22 akcios
potencialt tartalmaz6 sorozatokkal ingerelve, a dendritekben a sejttesttol a ndvekvé tavolsag fliggvényében
emelkedé amplit(déju Ca®* tranzienseket kaptunk. Ennek oka minden bizonnyal a dendritek atmérdjének
csokkenése disztalis iranyban, hiszen az amplitddo (AF/F) és az atmeré forditottan volt aranyos.

A bemenetek folyamatos keresése sordn mintegy 30 mért sejt kozil n=4 sejtben sikerult lokalis Ca2+
tranzienseket generalni néhany mikromeéteres tavolsag alatt lecsengé valaszokat. A lokalis jelleg csak a
szinaptikus stimul&ciora vonatkozott, a visszaterjedé akcios potencial kivaltotta valaszok mar nem mutattak
ilyen lokalitast. Sikerilt két egymas mellett elhelyezkedé bemenethez tartozé dendrit szakaszt egy vonalba
fektetni. A kisérlet soran ugyanazon stimulatorelektrod pozicio mellett a jobb és bal bemenethez tartozo
dendritszakasz (kompartment) felvaltva lépett miikddésbe. A két Ca** kompartment térben részlegesen
szeparalddott, ezen kivul eltéré atlagos amplitaddval és idébeli lecsengéssel valaszoltak, és a méretlk is
eltért, amit a térbeli lecsengés gyorsasagan keresztil mértink. A kompartmentek maximalis valaszt add
pontjahoz képest mért tavolsdg fliggvényeben a maximumok a ndvekvé tavolsag fuggvényében egyre
késobb jelentek meg. Adatokat kaptunk arra is hogy a szinaptikus stimulacié és a visszaterjedd akcios
potencialok szupralinearis mdédon 6sszegzédnek a dendrit tiskékben, mig a szublineéris vagy lineéaris a
szummacio a dendritekben magukban. A kovetkezé kisérletekben a nikotin jol ismert serkentd hatésat,
mely az interneuronokban mérhetd, a killonb6zé kompartmentekhez kossuk.

Ezeket a szinaptikus ingerléssel kivaltott Ca®* tranzienseket elemezve, azt fedeztiik fel, hogy a Ca®* vélasz
nemcsak az illetd szinapszisnak megfeleld helyen jon létre, hanem a Ca”* emelkedések egymassal atfeds
kompartmenteket hoznak létre (3. &bra). Ezek a kompartmentek a tliskéket nem tartalmazo6 interneuron
dendritekben egy kilon szervezédesi szintet, a szignal integracio egy eddig kevéssé feltart 1épcsojet hozzak
létre. Megvizsgaltuk, hogy a szimultan alkalmazott szinaptikus ingerlés és visszaterjed6 akcios potencialt
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kivaltasa milyen jellegii 8sszegzést okozott az interneuronok dendritikus Ca®* szintjében. Kisérleteink nem
mutattak Ki szupralinearis 6sszegzést.
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3. &bra. A hippokampalis interneuronok dendritjeiben mérhetd alapvets Ca** mozgasok elemzése.
(baloldalt) A vizsgalt dendrit szakaszokban a szinaptikus ingerléssel kivaltott Ca** jelek kompartmentekbe
rendezadtek: a jelamplitido folyamatosan csokkent a kompartment széleihez kdzeledve. (k6zépen) A
vizsgalt dendrit szakasz, egy (sarga), ill. két (sarga, z6ld) kompartmentek aktivacioja soran. (jobbra) A két
atfeds kompartmentben mérhets Ca?* vélasz cstics amplitidék megoszlasa.

A piramissejtekkel 6sszehasonlitva, az interneuronokban a visszaterjedé akcios potencial-altal Kivaltott
Ca“* vélaszok lefutasa elnydjtottabb volt: mind a felfutas, mind a lecsengés nagyobb id3konstanssal
rendelkezett. Kiilonb6z6 Ca”* kotd kapacitasokat feltételezve bizonyitottuk, hogy az interneuron
dendritekben ilyen jelformak a piramissejtekét mintegy 3-szor meghaladé Ca®* kotd kapacitas mellett
valésulhatnak meg, ami egybecseng azzal, hogy az interneuronokban a Ca** k&ts fehérjék magasabb
szintjét mutattak ki korabban. Ezt az anyagot a Journal of Neuroscience-ban publikaltuk.

4. Nem-szinaptikus nikotin receptor funkciék: intracellularis Ca®* valaszok.

A nem-szinaptikus receptor mikodéseken belil a kevéssé ismert és megértett direkt nikotin receptor
funkciokra fokuszaltunk. A nikotin receptorok elsésorban a szinapszisokon kivil helyezkednek el,
ugyanakkor gyors Un. ioncsatorna tipusu receptorok, ami meglepé egy viszonylag lassu tipusu jel — a nem-
szinaptikus Uzenetek ilyenek — fogadasara specializalodott rendszer esetében. A kolinerg varikozitasok
azonban a receptorokhoz igen kozel helyezkedhetnek el, és képesek egy gyorsabb transzmitter odaérési
id6t biztositani, ami nem éri el a gyors szinaptikus transzmisszio sebességét, de a nem-szinaptikus
kdlcsonhatasokon belll egy egyedi variaciot hoz létre, gyors nem-szinaptikus potencidlt.

Ebben a munkéaban egy a kognitiv funkcidkban érintett agyterileten (hippokampusz) vizsgaltuk meg a
nikotin receptor ingerlését koveté funkciondlis valtozasokat a stratum radiatum interneuronokban, amelyek
a kozponti idegrendszeren belil talan az egyik nikotin receptorokat legerésebben expresszalo sejttipus. A
direkt nikotin receptor hatasok itt mérhetéek meg a legnagyobb biztonsaggal. Tovabba az interneuronok
nikotin receptorai minden bizonnyal nemcsak a més ingerek modulalasidban, hanem direkt modon a sejt
aktivalasban is fontos szerepet jatszanak. Kisérleteinkben ezeért a nikotin receptorok aktivalasat
acetilkolinnak a sejtekre torténé nyomas adagolasaval értlik, el, ami méasodperces nagysagrendii drog
odaérést eredményezett és a deszenzitizacié bekdvetkezésétol nem kellett tartani. A perfundalo oldatba
atropint helyeztlink, igy zéartuk ki a muszkarin receptorok részvételét a valaszokban és biztositottuk a
nikotin receptor-medialt hatasokat. A fluorescens Oregon Green BAPTA-1 festékkel feltoltott
interneuronokon a nyulvanyok kénnyen meghatarozhatéak voltak 2-foton mikroszkdpia segitségével. Az
acetilkolint (ACh) egy a sejttél 100-150 um tavolsagban elhelyezett pipettabdl adagoltuk. Az 5
mésodperces ACh adagok ismételhetd és igen nagymértékii Ca>* emelkedést eredményeztek a sejttestben.
A massziv Ca®* valaszok a dendritekben is jelen voltak. A Ca®* emelkedések 90-95 %-ért a nikotinikus
stimulaciot kdvet6 depolarizacio és az akcios potencial sorozatok tiizelése teheto felel6ssé.
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Akcios potencialok megjelenése nélkil (pl. a sejt hiperpolarizacidjakor) is merheté valaszokat kaptunk,
azonban ez csak az 4bran lathato valasz 5-10 %-nak felelt meg. Ezek az eredmények megmutattdk az
interneuronok nikotin receptorainak képességeit: a jelentds Ca®* emelkedés szamos sejten beliili kaszkad
reakcidt, mas intracellularis jelatviteli utakat indithat be, és ezzel a sejtek miikddését a nikotin receptorok
jelent6s mértékben tudjak alakitani.

5. Nem-szinaptikus receptor funkciok: alfa2-adrenerg receptorok és a intracellularis Ca*
valaszok.

Az OTKA péalyazat utols6 éveben érdeklédésink a monaminerg preszinaptikus mikodések
tanulmanyozésa felé fordult: munkénkat a agykérgi piramissejtek dendritikus Ca’* dinamikajanak adrenerg
dendritikus spike-ok megjelenését regisztraltuk hippokampusz piramissejteken. A preszinaptikus
modulaciot attételes modon az egyedi tliskék megfigyelésével vizsgaltuk a piramissejtekben.

Ebben a kisérletsorozatban az motivalt minket, hogy megismerjik egy szintén nemszinaptikus de a nikotin
receptornal lassabban és tdnusosan aktivalodd receptor, az alfa2-adrenoceptorok posztszinaptikus
muikodését. Mivel az a morfoldgiai vizsgalatokbol jol ismert, hogy a monoamin-tartalmi boutonok
talnyomorészt (75 %) nem alkotnak szinapszist mas sejtekkel, hanem az extracelluléris térbe Uritik a
transzmittereket, igy a noradrenalint is, levonhatd az a biztonsdgos kovetkeztetés, hogy ezek
nemszinaptikusan kommunikélnak a megfelel6 receptorokkal felszerelt célsejtjeikkel. Ebbél adodik, bar ezt
direkt modon nem mutattak ki elektron mikroszkopos vizsgalatokkal, hogy az alfa2-adrenerg receptorok
elsésorban nemszinaptikus lokalizicidjuak. Ebben a tekintetben a preszinaptikus receptorokhoz
hasonlitanak. Hogy jobban megerthessiik a mikddését a nemszinaptikus modulacidnak, a piramissejteket
akcios potencial sorozatok képzésére serkentettiik egy szomatikus araminjekcié segitségével, és
tanulmanyoztuk a dendritekben kialakulo kalcium vélaszokat. Az alfa2-adrenerg receptorokat egy alfa2
agonista, a klonidin 12 perces perfuzidjaval stimuldltuk. Ezzel modelleztiik a kéregben felszabaduld és
hullamként megjelené noradrenalinnak specialisan az alfa2-receptorokon megvalosulé hatasat. Kalon
érdekesség ezen az agyi teriileten, hogy az alfa2-adrenoceptorok nemcsak preszinaptikusan az axonon
helyezkednek el, hanem nagy szamban megtalalhatoak a piramissejtek dendritjein is posztszinaptikus (vagy
pontosabban dendritikus lokalizacioban).

A piramissejteket egy patch pipettan keresztiil Oregon Green BAPTA-1 festékkel toltottik fel, majd az
apikalis dendriten kivalasztottunk szakaszokat, amelyekre vonalat fektetve mértiik a kalcium jeleket az an.
line-scan mddban mértiik. Megallapitottuk, hogy az alacsonyabb frekvenciaju akcios potencial sorozatok-
altal Kkivaltott dendritikus kalcium tranziensek a szomatdl kifele haladva csokkené amplitudéval
rendelkeznek. Ez megfelel az irodalombdl mar kordbban ismert adatokkal. Azonban a nagyobb
meg a szomatol 500-800 mikrométer tavolsagban, a bifurkaciéhoz kozeli helyen. A f6 bifurkacié az
apikalis dendritnek az a része amelynél az addig egyenes futast dendrit szétagazik, és egy koronat, Un. tuft-
ot formal. Altalaban a tuft régio a layer 1-re, tehat az agyfelszinhez kozeli helyre tehetd. Az eredményeket
részletesen megvizsgélva kitiint, hogy az akcios potenciél sorozatok frekvenciajat ndvelve, egy bizonyos
frekvencia felett (kritikus frekvencia) ezen a dendritszakaszon hirtelen ugras kovetkezett be a kivaltott
kalcium vélasz amplitddojaban. Ez nagyon emlékeztetett a dendritikus akcids potenciadlok megjelenésére,
amelyet szdmos korabbi irodalmi adat tamaszt ala, elsésorban elektrofiziologiai mérések dendritikus patch
elvezetésekben. A két-foton mikroszkdpia kiiléndsen alkalmas ezeknek a jeleknek a kimutatasara: egyrészt
mai ismereteink szerint a dendritikus akcids potencialok az 5. rétegbeli piramissejtekben kalcium spike-
oknak felelnek meg, tehéat elsédlegesen a feszultségfiiggé kalcium csatornédkon bejutd kalcium hozza létre
az elektromos potencialvaltozast. Masrészt, lehetéség van olyan dendritek vizsgalatara, amely a patch
elvezetés szamara elérhetetlen: a tuft régio, masodlagos dendritek, dendrittliskék. Siker(lt arra is adatokat
szerezni, hogy a mélyebb 5. rétegbeli piramissejteknél, ahol a tuft régié 1-1.2 mikrométerre volt a
sejttesttél, a dendritikus spike-ok egyértelmien megjelennek (minden vagy semmi alapon képzédnek a
kiiszobfrekvencia felett) de az amplitudojuk kisebb, mutatva azt hogy a kalcium dinamika megvaltozik

2005.



OTKA nyilvantartasi szam: T 037459 ZAROJELENTES
ebben a regioban, tehat erre nézve valoban egy kulon kompartmentet alkot. Ennek oka lehet a
felUlet/térfogat arany valtozésa, és/vagy a kalcium csatornak eltéré denzitasa vagy milyensége. A fentiek
eldontésére tovabbi kiserletek elvégzése sziikséges.

A klonidin perfazioja meglepé6 modon befolyasolta a dendritikus akcios potencialokat: a klonidin
jelenlétében a dendritikus akciés potenciélra jellemz6é magas és stabil amplituddja jelek mar a kritikus
frekvencia alatti frekvencia értéken (ez altalaban -10 Hz-et jelentett) is megjelentek (lasd abra).
Amennyiben a frekvencia — amplitudd Osszefliggést vizsgaljuk, a klonidin jelenlétében mért spektrum
egyertelmiien balra tolodott. EbbSl az a tanulsdg szirheté le, hogy a felszabaduld, nemszinaptikus
rendszerben miikddé noradrenalin a disztalis dendritekben Kitagitja a dendritikus akcios potencial hatés-
zonajat azzal hogy a spike-ok mar alacsonyabb frekvencian is beindulnak. A mechanizmusa ennek a
jelenségnek nem egyértelmii, hiszen az alfa2-adrenerg receptorok gatld hatastak, a legtdbb elérhet6 adat
szerint az adenil ciklaz enzimet gatoljak, ami nehezen illesztheté Ossze a dendritikus akcids potencial
serkentéssel. Erre vonatkozO vizsgélataink folyamatban vannak. A munkank publikaldsa ezen
Kisérletsorozatok végeére, vagyis 2006 kozepére varhato.
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8. abra. Noradrenerg hatasok a dendritkus akcios potencialok képzésére. (A) klonidin 12 perces perflzidja

hiperpolarizaciét valt ki a szomatikus patch elvezetésben. (B-C) A klonidin hatdsa kimoshatd és dozis-
figgd (atlagok — szorasértékek). (D) A klonidin (piros gorbék)a kritikus frekvencia (CF) alatti (-10 Hz) an.
tranziens frekvencian dendritikus akcios potencialok képzését segiti eld visszaterjedd akcids potencial
sorozatok hatasara. (E) Kontroll (fekete) és klonidin jelenlétében mért (piros) frekvencia-kalcium jel
amplitudd osszefiiggés. (F) A kritikus és a tranziens ill. ez alatti és feletti frekvencidkon mért atlag
amplitudok dsszehasonlitasa.

6. Cochlearis transzmisszié vizsgalata

A cochlearis transzmisszié vizsgélata a helyi monamin regulacio tanulmanyozésa miatt kerdlt be
vizsgalataink fokuszdba. A dopamin felszabaduldsat neuroprotektivnek tartjdk a belséfulben.
Megvizsgaltuk a dopamin felszabadulast experimentalisan eléidézett ischemias allapotban (oxigén/glukéz
megvonas alatt) az in vitro tengerimalac cochlea preparatumban. Osszhangban a neuroprotektiv szereprol
alkotott elképzelésekkel, az experimentals ischemia dopamin felszabadulast valtott ki, azonban ez csak
akkor volt felismerhetd, ha a D2 dopamin autoreceptorokat legatoltuk. Munkank egyben ramutatott a D2
autoreceptorok altal kifejtett gatlasra is a tengerimalac cochleaban. Egy masik Kisérletsorozatban a
dopamin védé szerepére nyertlink tovabbi bizonyitékokat. A metabotrop glutamat receptorok kozil a 2/3

csoportnak a neuroprotektiv hatdsarél szamos munka tanuskodik az irodalomban. A mi cochlea
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modelliinkben a 2/3 mGIuR stimulalasa dopamin felszabadulast okozott amit a GABAerg sejtek gatlasan
keresztll valdsult meg. Tehat az egyik neuroprotektiv rendszer (mGIuR) hatdsa nem géatolja a masik
szintén gatlo (mukodést visszafogo) rendszer munkajat, mert kozottiik egy GABAerg attét van.

7. Osszefoglalo munkak

A nikotin receptorok miuikddesét vizsgalo Kisérleteink Osszefoglalasaul, és a felhalmozott irodalmi
ismeretek rendszerezese celjabdl egy attekintd reviewt készitettink a rangos Physiological Reviews
felkérésére. Ebben a munkaban a nikotin receptorok muikddését egy Uj kontextusban targyaljuk: a
nemszinaptikus hatasok, tulajdonsagok ismeretében probaljuk a receptorok mitkddésének jobb megértését
elésegiteni. A két-foton mikroszkdpia hasznalatdval megszerzett tudasunkat szintén egy felkért review
munkaban probaltuk meg masok szamara is hasznossa tenni. Itt nagy hangsulyt kaptak olyan mérési
adataink, amelyek nem egy-egy konkrét bioldgiai jelenség megértésére és mas jelenségekkel vald
Osszehasonlitasara vonatkoztak, hanem a mikroszkop megbizhaté mukodését ellen6rzé ismereteket
szolgaltattak. Meggy6z6désiink szerint a technikai jellegii mérési adatok is fontos szerepet jatszanak a két-
foton technika elterjedésében, és ezaltal Gj adatok megsziletésében, mert a hasznalhatésaga és korlatai
vilagosabba valnak mindenki szamara. Ezek a felkért review-k jelenleg lektoralas alatt vannak.

Mindezek a vizsgalatok, reményeink szerint, a dendritek egy Ujszer# modulacios, és szignal integracios
lehetdségeit tarjak fel, és kozelebb visznek az idegsejtek dendritjeiben tdérténd egyedi tanulési
folyamatainak mélyebb megértéséhez.

Budapest, 2006. 02. 28.
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