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1 Bevezetés

Az epilepszia az egyik leggyakoribb neuroldgiai betegség. A WHO definicidja szerint az
epilepszia egy kronikus agyi rendellenesség, mely sokféle etiologidval rendelkezhet, melyek kozos

crer

hiperszinkron aktivitasa okozza.

Annak ellenére, hogy napjainkban szamos antiepileptikum létezik, a paciensek jelentds része
gyogyszer rezisztens. Ezeknél a betegeknél amennyiben az epilepszias fokusz jol lokalizalhatd az

epilepszia miitéti kezelése jo lehetdség a rohamok megsziintetésére.

Tumoros (nem epilepszias) paciensek miitéte esetén szamos alkalommal egy kisméretii
egészséges agykérgi szovetet is eltavolitanak, ha a patologias szovetrész szubkortikalisan helyezkedik
el. Az egészséges, ¢és epilepszias human agyszovet mitkodésének 0sszehasonlitasa jo lehetdséget biztosit
az egészséges és karosodott neuronalis folyamatok vizsgalataban idegi halozatok, az egyes sejtek

szintjén és sejten beliili [éptékben.

A Spontan szinkron Populacios Aktivitas (SPA — spotaneous population activity) megfigyelhetd
in vitro exracellularis mezdépontencial (LFP - local field potential) mérések soran, mesterséges
agyfolyadékban tarolt epilepszias human agyszeletekben. E szinkron populécios jelenségek ritmikusan
jelentkez6 LFP hullamokkal, magas frekvencids oszcillaciokkal és emelkedett sejtaktivitdssal
jellemezhetdek. Mind a serkentd glutamaterg, mind a gatlo GABAerg jelenségek részt vesznek a
kialakitasdban. A SPA alatt a piramis sejtek depolarizalo, hiperpolerizalo, de még kevert valaszokat is

mutathatnak.

A kalcium imaging technikat széles koriien alkalmazzak az idegi aktivitas monitorozasara allat
modellekben (szelet preparatumokban), de a humén neuronok kalcium koncentracidinak valtozasairdl
sajnos csak keveset tudunk. Kalcium imaging vizsgalatokat eddig tobbnyire pluripotens sejtekbol
differencialt human neuronokon és enteralis idegrendszeri sejtkultirakon végeztek. A kozelmultban
leirtak a human agykérgi, és hippokampalis asztrocitak spontan kalcium valaszait is, de a kozponti
idegrendszerbdl szarmazo neuronok intracellularis kalcium jelenségeirdl jelenleg semmilyen informéacio

nem all rendelkezésre.

Amig a két-foton mikroszkopia magas térbeli felbontassal rendelkezik (<1 pum), sajnos csak kis
terliletet lehet vele vizsgalni (<1x1 mm). Masrészrél tobbcesatornas extracellularis elektrofiziologiai
mérésekkel nagy kortikalis teriileteket is lefedhetd (3-4 mm), de a térbeli felbontasa rovasara (100 um).
Két-foton mikroszkdpiaval minddssze egy-két agykérgi réteg neuronjainak aktivitasa (<1 mm)
vizsgalhaté, de ahhoz hogy a teljes mélységében vizsgaljuk a human agykérget, sokcsatornas
extracellularis elektrodokra van sziikség (3-4 mm). A két technika id6beli felbontdsa sem azonos: a

neuronalis aktivitasokat jelzd elektrofizioldgiai valtozasok gyorsabban lezajlanak (<1 ms) mint az



intracellularis kalcium jelenségek (altalaban t6bb, mint 100ms). A két technika kombinacidja szamos

elénnyel jarhat.

Elsésorban segit tobb informaciot nyerni a populacios aktivitas kialakulasdban szerepet jatszo
neuronokrol. A linearis multielektrodokkal kiegészitett mérések a SPA gyors elektrofiziologiai
valtozasairol szolgalnak informaciokkal az Gsszes agykérgi rétegbdl, mig a kalcium imaging egy relative
nagy neuron csoport (tobb tiz festett idegsejt) aktivitasat jellemzi illetve, mutatja e neuronok
hozzajarulasat az SPA generalasahoz. A két-foton mikroszkopia feltarhatja az inaktiv idegsejtek

jelenlétét is, amelyek az extracellularis mérésekkel nem detektalhatoak.

Masodszor a kalcium imaging €s az intarcellularis whole cell patch clamp mérések szimultan
alkalmazasa lehetdséget adhat a human neuronok elektrofiziologiai és kalcium jeleinek
korrelaltatasahoz. Az intracellularis patch clamp mérések alatt lehetdségiink van a human neuronok
membranpotencidl valtozasainak megfigyelésére és modositasara, és ezt dsszehasonlithatjuk a kdzben
lezajlé kalcium koncentracio valtozasokkal. Ezeket az informacidkat az extracellularis mérésekkel
kiegészitve Osszehasonlithatjuk a SPA kozben aktiv neuronok elektrofizioldgiai és kalcium jeleit.
Tovabba a két-foton uncaging alkalmazasaval megfigyelhetjiik a sejtek bemenet-kimenet fiiggvényeit,

€s a posztszinaptikus jelintegraciot.

A sejtek megtoltése, és az anatomiai rekonstrukcioja (fény- és elektronmikroszkopos szinten)
fontos morfologiai informaciokat adhat a human neokortikalis neuronok szubcellularis, sejtes, és

halézati tulajdonsagairol.



2 SPA

Fokalis epilepsziaban szenvedd gyogyszerrezisztens betegek szamara a megfeleld miitéti
beavatkozas jo kezelési alternativaként szolgal. Az eltavolitott epilepszids goc vizsgalata
forradalmasitotta az epilepszia kutatast, mivel lehetdséget biztositott az egyes neuronok fiziologias,
vagy kvazi-fiziologias allapotbeli vizsgalatara. A disszertacioban leirt kisérletekben ez kifejezetten
fontos, mert nem csak a sejtek Osszegz6dott lokalis mezOpotencial jelenségeit szerettiik volna
megfigyelni és analizilni, hanem a SPA generalasaban résztvevd mechanizmusokra és sejtes
folyamatokra is fényt szeretnénk deriteni. Ezért megvizsgaltuk, hogy az egyes sejtek hogyan valaszolnak
a laminaris multielektréddal mért populacids aktivitasokra.

A patologiasnak tekintett interiktalis aktivitastol megkiilonboztethetd, spontan szinkron
populacios aktivitas detektalhatoé miitéti Giton eltavolitott human agyszovetben (agykéreg, szubikulum,
hippokampusz) in vitro. Az agykéregben a szinkronizalt események 1étrejottéért valoszintisithetden a
neuronalis halozatok serkentd és gatlé komponenseinek komplex interakcioja felelds.

Kohling és munkatarsai munkajukban leirjak a mitétileg (epilepszia mitét) eltavolitott human
neokortikalis agyszOvet vizsgalatat. Tanulmanyoztak a glutamaterg és a GABAerg szinaptikus
transzmisszio, és a fesziiltségfiiggd kalcium csatornak szerepét az altaluk leirt spontan aktivitas
generalasaban. Extracellularis mezOpotencial gradiens méréseket végeztek a masodik, és 6todik kérgi
rétegben. Meg kell emliteni, hogy Kohling és munkatarsai kizarolag csak epilepszias paciensekb6l
szarmazé szovetet vizsgaltak. Bar tobben érvelnek amellett, hogy az SPA kiilonbdzik az epilepszias
betegekben jelentkez6 patologias interiktalis eseményekt6l, még mindig nem tisztazott, hogy az SPA
epilepsziahoz kapcsolddo jelenség-e, vagy fiziologias koriilmények kozt is megtalalhato.

Munkacsoportunk elézetes eredményei azt mutatjak, hogy egy interiktalis tiiskézéshez hasonlo
jelenség detektalhatdé nem epilepszids szdvetben is (mélyagyi tumoros betegekbdl szdrmazo, nem
epilepszids, tumorsejtek altal nem infiltralt teriiletrél szarmazo).

Jelen tanulmanyban a SPA eredetének tovabbi vizsgalatat végeztem. Extracellularis
multielektroddal jol mérhetéek a kiilonbozé rétegek valaszainak térbeli eloszlasai. Sajnos e
megkozelités nem sokat mond az egyes sejtek aktivitasrol. Ennélfogva a cellularis mechanizmusok
kérdését elég nehéz vizsgalni 1évén képtelenség minden sejtbdl intracellularis méréseket végezni a sejt
specifikus informaciok eléréséhez. Az altalunk feltett kérdések a kdvetkezok: Hogyan jatszanak szerepet
a sejtek a SPA generalasaban? A sejtek mely hadnyada aktiv a SPA alatt? Milyen tipust sejtek aktivak
(neuronok/ interneuronok/ glialis sejtek) a SPA alatt? Mikor a leginkabb aktivak a sejtek (a LFP csucs
elott/ kdzben/ utan)?

Mivel a SPA epilepszias és egészséges szdvetben is detektalhato, ezért meg szerettem volna
vizsgalni az egyes kiillonbségeket, hogy atldssam hogyan general az egészséges és patoldgias szovet
nagyon hasonlo aktivitast. A fenti kérdések megvalaszolasahoz két-foton mikroszkopias méréseket

hasznaltam. Tovabba a sejteket hisztologiai vizsgalatoknak is alavetettem (sejt jelolés, festés, majd fény-



és elektronmikroszkopos vizsgalatok, 3D rekonstrukcio), hogy megvizsgilhassam, van e morfologiai

kiilonbség az epilepszias és nem epilepszias szovet sejtjei kozt.



3 ﬁi tudomanyos eredmények

A SPA detektalhat6 elektrofizioldgiai mérésekkel miitétileg eltavolitott human agyszdvetben in
vitro. Célom az volt, hogy térbeli informaciokat gytjtsek a halozati jelenségekr6l melyek a SPA
generalasaban részt vesznek, igy egy 1j metddusra volt sziikségem.

E metodus kidolgozdsa soran kombinaltam a sokcsatornas extracellularis elektrofizioldgiai
méréseket szimultan intracellularis, és két-foton kalcium imaging vagy uncaging mérésekkel, amiket

magas térbeli felbontasti morfologiai analizissel egészitettem ki.

Tézis |.: Kidolgoztam a human agykérgi szovet két-foton kalcium imaging metodusat.

Beszamolok az elsé miitétileg eltavolitott human agykérgi epilepszias és nem-epilepszias
idegsejteken végzett kalcium imaging mérésekrol.

A mitétileg eltavolitott epilepszias és nem-epilepszias agyszovetet egy tgynevezett kettds
perfaziés kamraban tartottam fenn mesterséges agyfolyadékban (ACSF). A LFP-t 24 csatornas
extracellularis linearis mulielektrodaval mértem lefedve az 0sszes agykérgi réteget.

Az elektrofiziologiailag aktiv régiok azonositasa utan az agyszeletbe iiveg kapillarisbol valo
injektalassal (,,bulk loading”) neuronalis, és glidlis markeranyagot juttattam.

Két-foton mikroszkop segitségével kornyéki idegsejtek nagy populacidjabol sikeriilt SPA
asszocialt kalcium tranzienseket mérnem, mellyel egy id6ben rogzitettem az intra- és extracellularis
idegi aktivitast is.

Az intracellularisan mért sejteket feltdltottem késObbi anatomiai vizsgalatokhoz. Az igy
megtoltott sejteket 3-dimenzidsan rekonstrudltam és fény- illetve elektron mikroszkopiai vizsgalatnak
vetettem ala.

E komplex metddus —a magas térbeli felbontasu két-foton mikroszkopia kombindlva a magas
idébeli felbontast extra- és intracellularis elektrofiziologiai mérésekkel és anatomiai vizsgélatokkal-
alkalmas a SPA-ban résztvevé human agykérgi neuronok sejten beliili, sejtszintli, és halozati
tulajdonsagainak vizsgalatara, és lehet6séget adhat a strukturalis, és funkcionalis Osszefliggések

mélyebb megértésében a human agykéregben.

Tézis 11.: Sikeresen kombinaltam az extracellularis mérérendszert a két-foton mikroszkop
rendszerével, igy lehetévé téve, hogy dsszehasonlitottam az epilepszias és nem epilepszias human
agykérgi szovetben lejatszodo kalcium valaszokat a SPA alatt.

A spontan halozati aktivitast regisztraltam epilepszias és nem epilepszias human agyszévetben,

szimultan kalcium imaging és mezépotencial mérésekkel.



17 paciensbdl szarmazd 69 human agykérgi szeletben mértem mezdépotencialt (32 szelet 8
tumoros paciensbdl, 17 szelet 5 epilepszias paciensbdl, és 20 szelet 4 tumor asszocialt epilepszias
paciensbdl). 15 szeletben detektaltam SPA-t (9 szelet 4 tumoros paciensbdl, 4 szelet 3 epilepszias
paciensbdl, és 2 szelet 1 tumor asszocialt epilepszias paciensbdl) a kovetkezo protokollt alkalmazva. A
multielektroda az agyszovetre lett helyezve a pialis felszinre mer6legesen, lehetévé téve az
elektrofiziologiai méréseket az Osszes agykérgi rétegbol. A szeleteket feltérképeztem lokalizalando a
SPA generalo régiokat, 300-400 pm tavolsagonként a szovet egyik végétdl a masikig.

A szovetek multielektroddal torténd feltérképezése utan a legnagyobb SPA valaszt produkalo
régiokat tovabbi két-foton kalcium imagingnak és intracellularis patch clamp méréseknek vetettem ala.
Bulk loading-ot alkalmaztam a legnagyobb SPA-t general6 teriileteken (a mezépotencial gradienseken
nézve), majd mérendd a mezdpotencial valtozasokat, extracellularis ACSF-el t6ltott mikropipettat is
helyeztem a teriiletre. Ily modon hatékonyan tudtam mérni a SPA generalasban résztvevé kalcium
jeleket két-foton imaging alkalmazasaval human idegsejt populaciokon (1. abra).

Szimultan vezettem el a LFP jeleket a festett neuron kalcium jeleivel. Azon szeletekben ahol a
SPA detektalhato volt frame scan-t alkalmaztam, és kivalasztottam a sejteket melyeken gyors multiple

line scan metodussal kalcium jeleket mértem.
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1. abra A) A teljes mérésbol vett Gsszes SPA esemény atlaga az LFP-ben, egy nem-epilepszias paciens egyik agyszeletébdl. B)
A-hoz kapcsolodd szimultdn mért sejtek kalcium valaszainak atlaga. Jol lathatoan olyan sejt is van, amely az atlag alapjan
rendszeres valaszt mutat. A LFP 30Hz-es alulatereszt6 sziirGvel volt sziirve, a kalcium jeleken gauss simitast végeztem. A
szaggatott narancssarga vonal jelzi a 2SD hatart.

C A teljes mérésbdl vett dsszes SPA esemény atlaga az LFP-ben, egy epilepszias paciens egyik agyszeletébdl. D) C-hez
kapcsolodd szimultan mért sejtek kalcium valaszainak atlaga. Jol lathatdan két olyan sejt is van, amely az atlag alapjan
rendszeres valaszt mutat. A LFP 30Hz-es alulatereszté szlirdvel volt sziirve, a kalcium jeleken gauss simitast végeztem. A

Szaggatott narancssarga vonal jelzi a 2SD hatart.

Szimultdn mértem a SPA-t az LFP-n és a kapcsolodd szomatikus kalcium vélaszokat 31

neuronon 2 szeletben tumoros paciensbdl, 55 neuronon 4 szeletbdl, epilepszias paciensbol.



A SPA Kkapcsolt sejtek kalcium valaszait akkor tekintettem szignifikansnak, ha az alapvonali
standard deviacié kétszeresét meghaladtak, az ilyen kalcium valaszokatszignifikansnak tekintettem.
Azon neuronokat melyek akar mar egy szignifikans valaszt mutattak valaszold sejteknek tekintettem.
Alkalmanként valaszolo sejtek kozé tartoznak azok, melyek kevesebb, mint a SPA események 20%-nal
valaszoltak, nem megbizhatoan valaszolo sejteknek tekintettem azon sejteket, melyek a SPA események
20-40%-ban valaszoltak, és megbizhatdan valaszolo sejteknek tekintettem azokat a sejteket, melyek a
SPA események 40%-nal tobbszor valaszoltak. E metddussal 21 csendes sejt (68%), 4 alkalmankeénti
(13%), 1 nem megbizhato (3%) és 5 megbizhatéan valaszold (16%) sejtet azonositottam tumoros
szovetben. Az eloszlas jelentdsen mas epilepszias szovetben: 19 csendes sejt (35%), 20 alkalmankénti

(36%), 11 nem megbizhatd (20%) és 5 megbizhatéan valaszold (9%) sejtet talaltam (1. tablazat).

1. tablazat

A sejtaktivitasok vizsgalata SPA alatt két-foton kalcim képalkotassal epilepszids, és nem epilepszias szovetben.

Paciens/Szelet | SPA db Mért sejtek | Csendes Alkalmanként | Nem Megbizhatoan
szama sejtek valaszolo megbizhatéan | valaszolo
szama sejtek  szama | valaszold sejtek szama
(0%) (<20%) sejtek szama | (>40%)
(20-40%)

Pt 1 (tumor) 8 13 7 2 1 3

szelet 1

Pt 2 (tumor) 15 18 14 2 0 2

szelet 1

Pt 4 (epi) 79 26 4 16 3 3

szelet 2

Pt 4 (epi) 13 15 5 3 6 1

szelet 3

Pt5 (epi) 15 4 2 0 2 0

szelet 1

Pt5 (epi) 12 10 8 1 0 1

szelet 2

Pt8(t 7 23 11 6 3 3

asszocialt e)

szelet 4

Tumor 31 21 (68%) 4 (13%) 1 (3%) 5 (16%)

Epilepszias 55 19 (35%) 20 (36%) 11 (20%) 5 (9%)

T aszzocialt E 23 11 (48%) 6 (26%) 3 (13%) 3 (13%)

Tézis IIL.: Funkcionalis kapcsolatot mutattam ki a LFP, a Kkalcium valaszok, és az
intracellularis aktivitas kozott human neokortikalis interneuronokon és piramis sejteken SPA

alatt.



A festékkel toltott régiobol kivalasztottam olyan sejteket melyek megbizhatd, vagy nem
megbizhat6 kalcium valaszt mutattak tovabbi intracellularis mérésekhez. Whole cell (n=7 sejt) vagy
loose patch clamp (n=2 sejt) mérést végeztem, hogy megvizsgalhassam a sejt elektrofiziologiai
aktivitasat. Ilyen esetekben a LFP a kalcium valaszok, és az intracellularis jelek szinkronban lettek
regisztralva (2, 3 abra). A fluoreszcens festékek altal mutatott morfologia alapjan elektrofiziologiai

méréseket végeztem 3 piramis sejten, és 6 interneuronon.
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—

2. 4bra Bal) Szimultin LFP, Ca?* imaging, és Intracellularis mérés egy szeletbdl. * jeldli az SPA csucsat. Jobb oldalt)

a fluoreszcens festékkel (OGB-1 ) toltott régio, és a patchelt sejt.

Megvizsgaltam az interneuronok (n=4), és piramis sejtek (n=3) szomatikus és dendritikus

kalcium valaszait az elektrofizioldgiai aktivitasaval egyiitt.
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3. 4bra Bal oldalt) Szimultdn spontan LFP, Ca?* vélasz, és loose patch clamp mérés 3 egymast kdvetd SPA eseményrdl (fekete
haromszdg). A kalcium tranziensek nyolc sejt kalcium valaszait mutatjak a 2. abran lathatd sejtekbdl. A kalcium jelek
kiilonb6zd szinei az egyes kiilon sejteket jelolik (kozépsé vonalak). Jol lathatd hogy jelen esetben 3 sejt is rendszeresen
vélaszolt, mig a tobbi sejt nem mutatott megndvekedett kalcium jelet. Az intracellularisan (IC) mért sejt burst aktivitast mutatott
az SPA alatt, és ebben sejt szimultan novekedés figyelheté meg a megfelel6 kalcium gorbén is (z61d).

Jobb oldalt) A bal oldali abra harmadik SPA eseményének Kinagyitott verzidja.

Allatmodellben leirtdk, hogy pozitiv korrelacio figyelhetd meg a szomatikus akcios potencidlok
szama, ¢s a dendritikus kalcium vélaszok amplitadoja kozt. Roviden a piramis sejtek burstjei, €s az

interneuronok akcids potencial sorozatai nagyobb kalcium valaszt okoztak, mint egy akcids potencial.



A korrelacié pontos kimutatasahoz egy részletes jovébeni tanulmany sziikséges az elektrofiziologiai, és
szomatikus, vagy dendritikus kalcium valaszok Osszefliggéseir6l humaén interneuronokban ¢€s
piramissejtekben.

A kortikalis interneuronok és piramissejtek bemenet-kimenet fliggvényeinek vizsgalata fontos
a dendritikus integracio, €s a neuronalis szamitasok megértéséhez. Mivel a human neuronok
komplexebb dendrit elagazasokkal rendelkeznek az allatokéinal (lasd a dendritikus hosszokat a
rekonstrualt piramissejtrdl lentebb), ebbdl kovetkezden egy komplexebb human dendritfat varunk. A
két-foton uncaging széleskoriien hasznalt moédszer a neuronalis bemenet-kimenet fliggvényeinek és a

c ey

glutamat uncaging-nél térben és idében csoportositott ingerléssel.

Tézis IV.: Sikeresen kombinaltam elektrofiziologiai és imaging méréseket az intracellularisan
toltott sejtek anatomiai rekonstrukcidjaval igy lehetové téve a toltott sejtek kozti morfologiai

osszehasonlitasokat.

Az intracellularisan mért sejtek biocitinnel is fel lettek toltve (n=6) és tovabbi anatomiai vizsgalatoknak
vetettem Oket ala. A sikeresen megtoltott sejtek piramis sejt (n=2) vagy interneuron (n=2) morfologiat
mutattak. A piramis sejtek hossza és vastag apikalis dendrittel, és szamos vékony bazalis dendrittel
rendelkeztek (4. 4Abra), az interneuronok kis multipoléris sejteknek latszottak révid sima dendritekkel.
Az egyik toltott harmadik rétegi piramis sejt teljes dendritikus és axonalis fajat rekonstrudltuk 3-
dimenzidban (4. abra). A fentebb emlitett négy sejtbél csak ennek volt teljes (szépen megtoltédott)
dendritfaja, és axonja. A rekonstrudlt sejt apikalis dendritje 4310 pm hossza volt, a bazalis dendritjei
hossziisaganak 0sszege 13478 um, mig az axondlis szegmentumok hossza 3875 um volt. Ez jocskan

meghaladja a majom temporalis lebeny piramis sejtjének dendritikus hosszat. A ragcsalok agykérgében

szintén sokkal rovidebb dendritikus hosszat irtak le (lasd www.neuromorpho.org,).

4. 4Abra Bal oldalt) Egy human agykérgi neuron populicié maximum intenzitisu z-projekcioja. A szévetbe bulk loading-al
OGB-1-AM (z61d), Sulforhodamine-101 (piros) fluoreszcens festékeket juttattam. A #6 régidhoz tartozé neuront whole cell
patch clamp-pel mértiik, és a pipettan keresztiil tovabbi Ca?* festéket OGB-1 (z5ld), Alexa594 (piros) és biocitint juttattam a
sejtbe. Kozépen) A baloldali #6-0S régionak megfeleld sejt fénymikroszkopos képe, az axon inicialis szegmentuma fekete
nyillal jelolve. Jobb oldalt) A bal oldali képen #6-o0s sejt dendritikus (kék) és axonalis (rozsaszin) faja, 3-dimenzids

rekonstrukcios kép.



Tézis V.: Ismertettem az elektronmikroszképos ultrastrukturajat a toltott és rekonstrualt

piramis sejtnek elektron mikroszkopiai szinten.

Nagy vakuolumokat talaltam a sejttestben, és a dendritekben (5. abra), mig ezeken kiviil a
mitokondriumok, és mas organellumok (pl. endoplazmatikus retikulum) intaktnak tiintek. Szamos axon
terminalis volt lathato melyek vagy aszimmetrikus (vélhetden serkent8), vagy szimmetrikus
(feltehetdleg gatld) szinapszisokat alkottak a toltott sejt dendritjeivel. Nem talaltam a toltott sejt
szOmajat beidegzd szinapszist, de szamos szimmetrikus szinapszist figyeltem meg az axon inicialis
szegmentuman. A toltott piramis sejt axon terminalisai aszimmetrikus szinapszisokat alkottak a nem
festett sejtek dendritjein.

Az a hipotézisem, hogy a vakuolumok jelenléte valamely metodologiai 1épés kovetkezménye
lehet.

1. El6szor is az OGB-1-AM és SR-101 festékek injektalasa a szovetbe megvaltoztathatja a
neuronok struktarajat.
2. Masodszor a hosszll id6, melyet a mér6kamraban tolt a szelet (akar tobb ora is) befolyasolhatja

a sejtek tulélését.

3. Harmadszor a patch clamp procedura (pipetta altal okozott mechanikus sériilés, vagy az
intracellularisan adott magas fluorofér koncentracido) okozhat valtozasokat a sejt

ultrastruktarajaban.

Tesztelend6 e hipotéziseket tovabbi elektronmikroszkopos vizsgalatokat végeztiink. El0szor is
62 sejtet (45 neuron, 17 glialis sejt) megvizsgaltunk a biocitin toltott sejt kozelében. A kis felbontast
frame scan alapjan beazonosithatd, hogy e sejtek a festékkel toltott régiobol szarmaznak. Egyik ilyen
festett sejtben sem taldltunk vacuolumokat. Kovetkezéként megvizsgaltunk 61 nem toltott sejtet (43
neuron, 18 glialis sejt) ugyanabbol a szeletbdl, de nem toltott régiobol. Az 6sszes blokk a 7. paciens
agykérgi harmadik rétegébdl lett Gjra beagyazva, ~5 mm tavolsagra. Egyetlen nem toltott sejtben sem
talaltunk vacuolumokat. Tovabbi kisérleteket végeztem a hosszl idejli in vitro koriilmények kdzott tartas
vacuolum okoz6 hatas hipotézisének megvizsgalasara. Egy paciens ugyanarrdl a teriiletrél szarmazo
agyszeleteibdl egyet rogton vagas utan, egyet 6 oraval a méré kamraban elt6ltott id6 utan fixalva
vizsgaltunk. Megvizsgaltunk 35 neuront és 22 glialis sejtet a kamraban hosszi id6t t61tott szeletbdl, és
43 neuront és 25 glialis sejtet a rogton vagas utan fixalt szeletbél. Vacuolumok egyik esetben sem voltak

jelen.



Abra 5. A negyedik abran lathat6 #6 jelzésii sejt elektronmikroszkopos vizsgalata nagy vacuolumokat mutatott a sejttestben. A

szomszédos sejt #9 jelzéssel egy egészséges piramissejt nagy vacuolumok nélkiil.
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