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|. Bevezetés

Az agykérgi informaciofeldolgozas soran idegsejtek
milliéi milkédnek térben és idében precizen Osszehangolva,
melyet szamos sejt- ¢és halozat szintli szabalyozasi folyamat
biztosit. Halozati szinten a sejtek kapcsolodasanak mintazata,
valamint a serkenté ¢és gatlo hatasok finom szabalyozéasa
elengedhetetlen az agykéreg fiziologids mitkkédéséhez, és mar
csekély valtozas a kapcsolatokban is igen komoly patoldgias
allapotokhoz vezethet, mint példaul az epilepszias rohamok
vagy a skizofrénia tiinetegyiittes. A haldzati kapcsolatok
logikajanak felderitése, valamint az egyes idegsejtek egymasra
vald6 hatdsdnak a megismerése fontos az agykéreg
miikodésének megértéséhez. A bazolaterdlis amygdala
strukturdlisan ¢és fejlodéstanilag is az agykéreghez tartozo
teriilet, mely bizonyitottan kritikus szerepet jatszik a félelmi
memorianyomok kialakitdsaban, illetve azok kioltdsdban. Az itt
talalhatd neuronhaldzatok felépitésének ¢és mikodésének a
megismerése tehdt hozzajarulhat ahhoz, hogy megértsiik az
altalanos  agykérgi  informacidfeldolgozds és  tanulds
folyamatanak mechanizmusait, valamint ezek valtozasait

patologias allapotokban.



A kérgi strukturak két f6 sejttipusbol allnak: 80-90%-a
a sejteknek serkentd fosejt, mig 10-20%-a gatld interneuron.
Bizonyitott, hogy a lokalis gatlosejtek megfeleld6 mitkodése
kiemelkedéen  fontos  szerepet  jatszik a  félelmi
memorianyomok kialakitasdban, illetve azok kioltasaban. A
kiilonboz6é gatlosejttipusok koziil az utobbi években kiilonds
figyelmet kaptak azok, melyek a fOsejtek periszomatikus
foglalja az axon kezdeti szakaszat, a sejttestet és a dendritek
proximalis részét - fontos szerepet jatszik a sejtek
miikodésében, mivel a dendritekre beérkezé jelek itt
integralddnak, valamint itt alakul ki az akcids potencial. A
periszomatikus régidora érkezd gatldo bemenetek tehat
elhelyezkedésiik altal kulcspozicioban vannak a fOsejtek
aktivitasanak szabdlyozdsdhoz ¢és a sejtek miikodésének
szinkronizalasdhoz. A periszomatikus gatlosejtek harom {6
csoportba oszthatdak: axo-axonikus sejtekre és két tipusu
kosarsejtre. Az axo-axonikus sejtek a fOsejtek axon kezdeti
szakaszat innervaljak, mig a két kosarsejttipus tulnyomoan a
fosejtek  sejttestjén és  proximadlis dendritjén képeznek
szinapszisokat, illetve némely esetben mas interneuronokon is
végzddnek. A két kosarsejttipust neurokémiai marker tartalmuk

alapjan tudjuk elkiiloniti: az egyik tipus parvalbumin kélcium



koto fehérjét tartalmaz (PVBC- parvalbumin containing basket
cell)), mig a masik kolecisztokinint ¢és 1-es tipust
endokannabinoid receptort (CB;) fejez ki (CCK/CB;BC-
cholecystokinin and CB; containing basket cell). Egyre tobb
bizonyiték utal arra, hogy ez a két sejttipus merédben mas
szerepet tolt be a kortikdlis halézati miikodések soran: a
PVBC-k képesek lehetnek a fOsejtek aktivitdsdnak
szinkronizalasara, ezaltal ritmusos haldzati aktivitasok
létrehozasara, mig a CCK/CB1BC-k a halozat
finomszabalyozasaban vehetnek inkabb részt. A bazolateralis
amygdalaban eddig sajnos csak kevés adat all rendelkezésre
arra vonatkozoan, hogy a kiilonb6z6 tipusu gatlosejtek hogyan
jarulnak hozza a halézat mikodéséhez. Az azonban mar
bizonyitott, hogy a parvalbumint tartalmazd gatlosejtek
megfeleld aktivitasa elengedhetetlen a félelmi memorianyomok
kialakitasahoz. Noha mar régodta ismert a periszomatikus
gatlosejtek fontos szerepe a halozati miikodésekben, még
mindig nagyon keveset tudunk arrdl, hogy az egyes gatlosejtek
milyen hatékonyan képesek befolyasolni a fosejtek aktivitasat,
¢s hogy hany gatlosejt szinkronizalt miikodése sziikséges a
fosejtek teljes gatldsdhoz. Hidnyosak az ismereteink még a
gatld kapcsolatok alapvetd anatémiai tulajdonsagairdl, illetve

arrol, hogy ezek a sejtek hogyan vannak integralva



bazolateralis amygdala idegsejt-halozataba. Az itt talalhat6
gatlosejtek  elektrofiziologiai és  anatomiai  vizsgalata
segitségiinkre lehet a kérgi idegsejt-halozatok miikdodésének
megértésben, valamint a sejt- és haldzatszintli kérgi tanulasi

folyamatok mechanizmusanak a feltarasaban.

1. Célkitiizések

Vizsgalataink soran a fosejtekre érkezd periszomatikus
gatld bemenetek szervezddését ¢és ezek gatld hatékonysagat
vizsgaltuk a bazolaterdlis amygdaldban, az aldbbi harom f6

témakdrre Osszpontositva:

I. A periszomatikus régiora érkezd gatlo bementek stlirliségének
meghatarozasa, illetve a kiilonbozd sejtektdl érkezé bemenetek

aranyanak vizsgalata.

Il. Az axo-axonikus sejtek altal biztositott gatlas
elektrofiziologiai és morfologiai tulajdonsdgainak vizsgalata,

és a fosejtek aktivitasara kifejtett hatadsuk meghatarozasa.



ITII. A PVBC és CCK/CB;BC kosarsejtek altal biztositott gatlas
elektrofiziologiai és morfologiai tulajdonsagainak
Osszehasonlitdsa, valamint a fOsejtek aktivitasara kifejtett

hatasuk meghatarozasa.

111. Mdodszerek

In vitro elektrofiziologia modszerek

Minden vizsgalat megfelelt a magyar Allatvédelmi
Torvényben leirtaknak (243/1998 (XI1.31.) kormanyrendelet,
megujitva a 40/2013 kormanyrendeletben), és az intézeti
Allatetikai Tanacs engedélyével rendelkezett. A kisérletek
soran 18-24 napos transzgenikus egereket hasznaltunk két
torzsbdl. Az axo-axonikus ¢és PVBC-k vizsgalatara a
parvalbumin promoter aktivitdsanak hatdsara zold fluoreszcens
fehérjét (eGFP) kifejezd egereket hasznaltunk (Meyer et al.,
2002), mig a CCK/CB;BC-k vizsgalatara a kolecisztokinin
promoter hatdsara piros fluoreszcens fehérjét (DsRed) kifejezo
egértorzset hasznaltunk (Maté et al.,, 2013). Az egereket
izoflurannal mélyen elaltattuk, agyukat eltavolitottuk, és 200
pum vastag horizontalis szeleteket készitettiink, melyek legalabb

1 6raig inkubalodtak mesterséges cerebrospinalis folyadékban



szobah6émérsékleten interface tipusa kamraban az elvezetések
elétt, melyeket submerged tipusi kamraban végeztiink 32°C
homérsékleten. A whole cell paros elvezetésekhez K-glukonat
alap, 4 mM CI-t tartalmaz6 oldatot hasznaltunk, mely
biocitint (interneuron elvezetések) vagy Alexa488 festéket
(fésejt elvezetések) tartalmazott a neuronok megjelolésére. A
preszinaptikus interneuronok current clamp modban -65 mV-
on voltak elvezetve, és az akcids potencidlok kivaltasahoz
rovid négyszog impulzusokat hasznaltunk (2 ms, 1.5-2 nA). A
posztszinaptikus valaszok a fosejtekben voltage clamp modban
-45 mV-on, current clamp moédban -55 mV-on voltak
monitorozva. A perforated patch elvezetésekhez 100 mg/ml
gramicidin tartalmu oldatot hasznaltunk. Az elvezetések utan a
szeletek 4%-os paraformaldehid (PFA) oldatban lettek fixalva,
¢s a jelolt sejtek biocitin- illetve Alexa488 tartalmat
fluoreszcens  immunhisztokémiai ~ moddszerekkel  tettiik
lathatova. A sejtek és a koztiik 1évd kapcsolatok morfologiai
tulajdonsagait konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. A
szinaptikus kapcsolatok vizsgalatahoz a sejtparokat néhany

esetben elektronmikoszkop segitségével is megvizsgaltuk.



Anatomiai modszerek

A gatlo bemenetek vizsgalatira C57Bl/6] torzsbol
szarmazo6 egerek agyat transzkardialis perfizidval fixaltuk 0.2
M Na-acetat pufferben oldott 2% PFA (pH 6.0), vagy 0.1 M
foszfat pufferben oldott 2.5% acrolein és 4% PFA (pH 6.8)
oldat hasznalataval. A gatlo terminalisokat fluoreszcens
immunfestés segitségével tettilk lathatova tengerimalacban
vezikularis y-amino vajsav transzporter (VGAT) ellen
termeltetett 1gG (Frontier Institute Co. Ltd 1:1000) és
kecskében glutamat dekarboxilaz (panGAD) ellen termeltetett
IgG (Frontier Institute Co. Ltd 1:500) elsédleges antitest
hasznalataval, melyeket Cy3 masodleges antitesttel jeldltiink
(Cy3 kapcsolt tengerimalac 1gG ellen termeltetett szamar 1gG
és kecske 1gG ellen termeltetett szamar 19G, 1:200). A fésejtek
periszomatikus régidjanak jelolésére egérben termeltetett
Kv2.1 (1: 1000, 75-014, Neuromab) elleni els6dleges antitestet,
¢s egér IgG ellen termeltetett Alexa488 kapcsolt szamar
masodlagos antitestet hasznaltunk (1:200). Az axon kezdeti
szakasz jelolésére egérben termeltetett Ankyrin G elleni (Santa
Cruz 1:200) vagy nyulban termeltetett Nav 1.6 elleni (1:500,
Alomone Labs) els6dleges antitestet hasznaltunk. A gatld
bemenetek eredetének vizsgdlatdhoz az alabbi elsddleges

antitesteket hasznaltuk: nyalban termeltetett CB; elleni



(1:1000, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI),
tengerimalacban termeltetett VGAT elleni (1:1000, Frontier
Institute Co. Ltd.), kecskében termeltetett PV elleni (1:5000,
Swant) 1gG. A fluoreszcens jelolések vizsgalatihoz Nikon A1R
konfokalis mikroszkopot hasznaltunk (60x apokromatikus
objektiv, N.A.: 1.4, z 1épés méret: 0.13 um, xy mintavétel: 0.06
um/pixel). A kolokalizaciok analizisét, illetve a sejtek ¢és
bemenetek rekonstrukcigjat a Nikon Imaging System és a

Neurolucida 10.53 szoftver segitségével végeztiik.

IV. Eredmények

1. A periszomatikus gatlo bemenetek szervezédése

az axon kezdeti szakasza, valamint a dendritek proximalis
része. A dendriteken azonban még nincs pontosan
meghatarozva a periszomatikus régio6 kiterjedése. Mivel tudott,
hogy a sejttestre szinte kizarolag gatlo bemenet érkezik, mig a
serkentd bemenetek a dendrittiiskékre érkeznek, ezért jo
megkozelités lehet a funkciondlisan a periszomatikus régidhoz
tartozd dendritszakaszok definidlasara a serkentd és gatlo
bemenetek aranyanak meghatarozasa a dendrit mentén. Ehhez

rekonstrualtuk a fOsejtek dendittiiskéit, valamint a gatlo



bemeneteket  fluoreszcens  immunjeldlés  segitségével.
Eredményeink azt mutattdk, hogy a funkcionalisan a
periszomatikus régidhoz tartozd dendritszakaszok hossza nagy
variabilitdst mutat az egyes dendriteken (5-50 um), és pozitiv
Osszefiiggésben van az adott dendrit kezdeti atmérdjével.
Bizonyitottuk tovabba, hogy a 2.1-es tipusu fesziiltségfiiggd
kalium csatorna (Kv2.1) immunfluoreszcens jelolése alkalmas
eszk6z a periszomatikus régid megjelenitésére a bazolateralis
amigdalaban.

Az immunjelolt gatlé termindlisok kvantifikdlasa azt
mutatta, hogy a fosejtek atlagosan ~53 gatlé bemenetet kapnak
az axon kezdeti szakaszra, ~160-at a sejttestre, és ~70-et a
periszomatikus  régiohoz  tartoz6  dendritszakaszokra.
Eredményeink bizonyitottak, hogy az axon els6 ~10 um-én a
gatlo bemeneteket a PVBC-k biztositjak, mig dsszességében az
AAC-k adjak az axon kezdeti szakaszra érkez6 gatlas dontd
tobbségét (93-94%). A sejttestre és a proximalis dendritekre
érkezé gatldé bemenetek 40%-a a PVBC-ktdl, mig 27%-a a
CCK/CB;BC-kt6l ered. A gatlosejtek targeteloszlasanak
vizsgalata kimutatta, hogy mindkét kosarsejttipus azonos
aranyban innervalja a periszomatikus régiot és a disztalisabb
dendriteket (~50%), de a PVBC-k atlagosan tobb terminalissal
képeznek szinapszist egy-egy fésejten, mint a CCK/CB;BC-k

10



(5.8 vs. 3.9). Eredményeink alapjan megallapithato, hogy
hasonld6 szamt PVBC (15-16) és CCK/CB;BC (16-17)

crer

Il. Az axo-axonikus sejtek kimenetének elektrofiziologiai és
morfologiai jellemzése, és hatasa a fosejtek miikodésére

Az AAC-k kimenetének vizsgalatdhoz eldszor paros
elvezetéssel kombinalt perforated patch méréseket végeztiink,
hogy ne valtoztassuk meg a posztszinaptikus fosejtben 1évé
ionok természetes Osszetételét, mivel ez hatassal van a mért
valaszokra. A preszinaptikus AAC-ben kivaltott akcids
potencial  okozta  posztszinaptikus  valaszok  reverz
potencialjanak és a fosejt nyugalmi membranpotencidljanak
Osszehasonlitasaval bizonyitottuk, hogy ez az interneuron tipus
gatolja a fOsejteket. Tovabbi kisérleteink eredményei azt
mutattak, hogy az AAC-k igen hatékonyan képesek meggatolni
az akcids potencial generalast a fosejtekben (80%-al
csOkkentették a kisiilési valdszintiséget), illetve képesek idében
eltolni, akar 30 ms-al, a tiizelést.

A gatld kapcsolat hatterében all6 morfologiai
tulajdonsagok felderitéséhez az elektrofiziologiai mérések
soran megjelolt parok kozotti  feltételezett szinaptikus

kapcsolatok szamat és térbeli elhelyezkedését vizsgaltuk
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konfokalis mikroszkop segitségével. A feltételezett kapcsolatok
egy részérdl elektronmikroszkopos vizsgélatokkal
bizonyitottuk, hogy szinaptikus kontaktust képeznek.
Eredményeink azt mutattdk, hogy az AAC-k atlagosan ~8.4
kontaktust képeznek a fésejteken, €s azok a sejtek, melyek tobb
kapcsolatot képeztek, nagyobb hatékonysaggal voltak képesek
legatolni a fosejt tiizelését. Két-harom AAC egyiittes aktivitasa
sziikséges ahhoz, hogy teljes bizonyossdggal meggatoljak a
piramissejt kisiilését. A termindlisok eloszlasanak elemzése
kimutatta, hogy az AAC-k elsdsorban a 20 és 40 um kozotti
szakaszat innervaljak az axon kezdeti szakasznak, fliggetleniil
attol, hogy hany kontaktust képeznek az adott sejten. Szimultan
sejttest és axon elvezetésekkel bizonyitottuk, hogy ez az a
régio, ahol az akcios potencial keletkezik. Ezen eredmények
arra utalnak, hogy az AAC-k altal képzett gatldo kapcsolatok
elhelyezkedése a legmegfelelobb arra, hogy az akcids

potencialok kialakuldsat hatékonyan szabalyozzak.

11I. A kosarsejtek kimenetének elektrofiziologiai és morfologiai

osszehasonlitdsa, és hatasuk a fosejtek miikodésére

A kosarsejtek  kimenetének  elektrofizioldgiai

vizsgéalatahoz  szinaptikusan  kapcsolt  gatlosejt-  fosejt

12



parelvezetéseket végeztiink. Kimutattuk, hogy a PVBC-k és a
CCK/CB;BC-k altal képzett gatld kapcsolatok alapvetd
kinetikai tulajdonsagai nem kiilonboznek. Mindkét sejttipus
ugyanolyan nagy hatékonysaggal képes megakadalyozni a
fosejtek  tiizelését  (75%-os  csokkenés a  tiizelési
valdszinliségben), vagy idében eltolni az akcids potencialt akar
38 ms-al.

Az elektrofiziologiai mérések soran megjelolt parok
kozotti kapesolatokat immunfluoreszcens jelolés segitségével
tudtuk vizsgalni. Eredményeink azt mutattak, hogy mindkét
kosarsejttipus szamos kapcsolatot képez a posztszinaptikus
fosejteken (1-25 kontaktus) mind a sejttesten, mind pedig
proximalis és disztalis dendritikus régiokon is. A kapcsolatok
szdma, atlagos tavolsaga a sejttestdl, illetve a periszomatikus
région képzett kapcsolatok szama sem volt kiilonb6zd. Az
elektrofiziologiai és  morfologiai adatok  Osszevetése
megmutatta, hogy a tiizelést gatldé hatasuk hatékonysaga
leginkdbb a periszomatikus région talalhatdo kontaktusok
szamatol fiiggott. Eredményeink tehat azt mutattdk, hogy
mindkét kosarsejttipus képes hatékonyan szabdlyozni a fésejtek
milkddését, melynek hatterében a kapcsolatok hasonlo

elektrofiziologiai és morfologiai tulajdonsagai allnak.
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Mindkét kosarsejttipusban megfigyelhetéek voltak
olyan gatlosejtek, melyek inkabb a megjeldlt posztszinaptikus
tobbnyire a periszomatikus régiot céloztak. Felmeriil a kérdés
tehat, hogy ezek a sejtek a tobbi szomszédos fOsejtet is
ugyanilyen mintdzattal innervaljak-e, azaz csoportosithatoak-e
az interneuronok dendritikus, illetve periszomatikus régiot
innervald gatlosejtekként. Ennek eldontéséhez kétféle modszert
alkalmaztunk. El6szor 3 posztszinaptikus sejtet is megjeloltiink
a szeletben, és analizaltuk az egyetlen megjelolt gatlosejt
célelemeloszlasat mindegyik sejten. A masik moddszer soran
egy jelolt interneuron célelemeloszlasat vizsgaltuk a
szomszédos, 10-20 db Kv2.1 altal kijelolt f0sejt periszomatikus
nagyon valtozatos szaml és eloszlasu kontaktust képez a
fosejtek teljes szomatodendritikus feliiletén, tehat nem lehet a
sejteket kategoriakba sorolni a targeteloszlasuk alapjan. Mint
populacid6 azonban mind a PVBC-k, mind pedig a
CCK/CB;BC-k foképp a fosejtek periszomatikus régiojat

célozzék, jogosan nevezhetdek tehat kosarsejteknek.
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V. Kovetkeztetések

A tanulmany f6 eredményei a kovetkezok:

A fbsejtek sejttestje ¢és proximalis dendritjeire érkezd
gatlas dontd tobbségében két kosarsejt tipustdl ered,
melyek kiilonboznek neurokémiai és elektrofiziologiai
tulajdonsagaikban.

Hasonl6 szamu PVBC és CCK/CB1BC konvergal egy
fosejtre (15-17)

Mindkét kosarsejttipus egyarant képez szinapszisokat a
sejttesten, a proximalis és disztalis dendriteken.
Mindkét kosarsejttipus hasonlé nagy hatékonysaggal
képes megakadalyozni vagy idOben eltolni a fosejtek
tiizelését.

Az axon kezdeti szakasz elsé 10 um-ét a PVBC-k
innervaljak, mig a teljes hosszdban legnagyobb
aranyban az AAC-k képeznek gatlo szinapszisokat.

Az AAC-k hatdsa  hiperpolarizdldé  nyugalmi
membranpotencialon.

Az AAC-k hatékonyan képesek gatolni az akcios
potencial generalast, illetve képesek id6ben eltolni azt.
2-3 sejt egyiittes aktivitdsa sziikséges a tlizelés teljes

gatlasédhoz.
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e Az AAC-k szinapszisaikat az akcids potencial
generalodasanak helyén képzik, mely lehetévé teszi,
hogy a legnagyobb hatékonysaggal legyenek képesek

befolyasolni a fosejtek tiizelését.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a harom f0
periszomatikus régidt innervald sejttipus az amygdalaban igen
hatékonyan képes befolyasolni a fosejtek aktivitasat. A fosejtek
térben ¢s idOben precizen szabalyozott gatlasdval ezen
sejttipusok fontos szerepet jatszhatnak a bazolateralis amygdala

mikddésében a kiilonbozo viselkedési folyamatok soran.
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