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1. Bevezetés

1.1. A szerotoninerg rendszerrél alkotott kép a kezdetektél napjainkig

Irvine Page laboratériuma Maurice Rapport Uttéré6 munkajaval 1948-ban kimutatott egy
vazokonstriktor hatasu vegydletet a vérszérumban, amelyet szerotoninnak neveztek el,
késébb pedig ennek kémiai szerkezetét 5-hidroxitriptaminként (5-HT) azonositottak
(Rapport és mtsai 1948a, Rapport és mtsai 1948b, Rapport 1949). Vittorio Erspamer b6
egy évtizeddel korabban mar izolalta enteramin néven az enterochromaffin sejtek
simaizomkontrakciot okoz6 mediatorat (Erspamer és Vialli 1937), &m ennek kémiai
szerkezetét csak késébb, 1952-ben tudta meghatarozni megbizonyosodva arrél, hogy az
enteramin azonos a szerotoninnal (Erspamer és Asero 1952). A teljesseg kedvéért
megemlitendd, hogy az Erspamer Kisérletei szerint készitett enteramin-kivonat nem
kizarolagosan 5-HT-t tartalmazott, annak biol6giai hatasaiban a P-anyag is szerepet
jatszott, mint ahogyan azt késébb igazoltak (Dalgliesh és mtsai 1952, Feldberg és Toh
1953). Az 5-HT jelenlétére a vérszérumban O’Connor régebben, 1912-ben koz6lt adatai
is utaltak, azonban 6 akkor nem probalta a megfigyelt hatasért felelés anyagot izolalni,
illetve azonositani (O’Connor 1912, Erspamer 1954). Az 5-HT-nal kapcsolatos
kutatasok azutan indultak be igazan, hogy 1951-ben laboratériumi kérilmények kozott
szintetizaltak, és mivel ez Rapport kollaborécidinak eredményeképpen valdsult meg, az
altala hasznalt szerotonin elnevezés honosodott meg a tudomanyos kozéletben

(Whitaker-Azmitia 1999).

A szerotonin idegrendszerben bet6ltott szerepének vizsgalata azutan indulhatott el,
miutan Betty Twarog 1952-ben igazolta, hogy az eheté kékkagyld (Mytilus edulis)
simaizomzatat vezérlé idegrostok egyik neurotranszmittere a szerotonin (Twarog 1954),
majd emlésdk agyanak homogenizdtumaban is kimutattdk azt (Twarog és Page 1953,
Bogdanski és mtsai 1956). Az 5-HT és a sulyos pszichiatriai zavarokat okoz6 D-
lizergsav-dietilamid (Savage 1952) kozti strukturalis hasonlésagra (Woolley és Shaw

1953, Gaddum 1953) felfigyelve Dilworth Wayne Woolley mutatott rd elséként a
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szerotonin fontossagara az agyi mukddésekben (Woolley és Shaw 1954, Whitaker-

Azmitia 1999).

A Palkovits Miklos altal kidolgozott mikrodisszekcios agymintavételi technikaval
(Palkovits 1973) a korabbiaknal nagyobb felbontassal, az agytérzs magjainak szintjén is
detektaltdk az 5-HT-t (Palkovits és mtsai 1974). Kozben bizonyitottdk az 5-HT
bioszintézisében kulcsszereppel bird enzim, az 5-hidroxitriptofan-dekarboxilaz
jelenlétét a kdzponti idegrendszerben (Bogdanski és mtsai 1957, Kuntzman és mtsai
1961), valamint az 5-HT kimutatasara is a koradbbiaknal érzékenyebb modszereket
vezettek be (Saavedra és mtsai 1973, Holman és mtsai 1976). Mivel ezek a vizsgalatok
mind szévethomogenizatumokkal dolgoztak, a szerotonintartalmd idegsejttestek és
nyulvanyaik preciz lokalizasara nem adtak lehet6seget, ebben hozott nagy elérelépést
Falck és Hillarp spektrofotometrias modszere (Falck és mtsai 1962). E technikaval
Annika Dahlstrom és Kjell Fuxe részletesen feltérképezte a patkdny agyanak
szerotonintartalmu idegsejtjeit, melyek az agytorzs kdzépvonali raphe magjaiban, illetve
a kozépvonalhoz kozeli strukturakban kilenc sejtcsoportba témorilnek, ezeket az azéta
is hasznalatos B1 — B9 jelzéssel illették (Dahlstrom és Fuxe 1964). A szerotonin
lokalizéciojara alkalmas, spektrofotometrian alapulé morfologiai vizsgalatokat sokan
fejlesztették tovabb (Fuxe és Jonsson 1967, Fuxe és Jonsson 1974, Aghajanian és Asher
1971, Aghajanian és mtsai 1973, Hokfelt és Ljungdahl 1972, Azmitia és Henriksen
1976, Lorén és mtsai 1976, Bloom és Battenberg 1976), viszont a specifikus,
megbizhato, érzékeny és ugyanakkor a reakciotermek instabilitasatol kevésbe terhelt
eljardst a szerotoninellenes antitest immunhisztokémiai alkalmazdsa hozta el
(Steinbusch és mtsai 1978), mellyel megerésitették és pontositottak a korabbi
maodszerekkel végzett agyi szerotoninkimutatast (Steinbusch és mtsai 1981, Steinbusch
1981). Késbhb a szerotonin prekurzorat, az 5-hidroxitriptofant (Touret és mtsai 1987) és
a szintézisét katalizalo triptofan-hidroxildz enzim jelenlétét (Weissmann és mtsai 1987)

is megerdésitették immunhisztokémiaval az 5-HT-tartalmd neuronokban.
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Az érzékeny szerotonindetekciot kovetéen vilagossd valt, hogy a raphe magok
projekcidnak egy jelentésebb része, a kezdeti eredmények alapjan mintegy harmada,
nem szerotoninerg (Descarries és mtsai 1982, Kosofsky és Molliver 1987). A raphe
magok egységes szerotoninerg jelatvitelérol alkotott képet végul a vezikularis
glutamattranszporter harmadik izoforméjanak (VGIuT3) felfedezése dontdtte meg. A
VGIuT3 mRNS-ét a szerotoninerg sejtek talnyomd tébbsége tartalmazza, és a fehérjét is
nagy h&nyaduk termeli (Schafer és mtsai 2002, Takamori és mtsai 2002, Fremeau és
mtsai 2002, Gras és mtsai 2002). Késébb bizonyitottdk a VGIUT3 jelenlétét a vetitd
raphe sejtekben, melyek egy része tartalmaz, masik részébol viszont hianyzik a
szerotonin (Jackson és mtsai 2009, Hioki és mtsai 2010). Ezek alapjan feltételezzik,
hogy a raphe magok projekcidiban a szerotonin mellett glutamaterg komponens is jelen

van.

Doktori munkam soran ennek a feltételezett glutaméaterg komponensnek jartam utana in
vivo korulmények kozott végzett elektrofiziologiai kisérletekkel. Vizsgaltam, hogy
mennyiben térnek el a VGIuT3-at expresszald — és ennek kovetkeztében glutamat
uritésére képes — raphe-sejteknek az alapvet6 elektrofizioldgiai tulajdonsagai a tobbi
raphe-sejtétél. Vizsgaltam azt is, hogy a raphe magok efferenseinek egyik jelentés
célteriiletére, a hippocampusra milyen sejtszinti hatassal lehet a szerotoninerg
rendszerben sokaig rejt6zkddé glutamaterg komponens. Az esetleges elektrofizioldgiai
kilonbségek, valamint a glutamaterg komponenshez kotheté hippocampalis hatasok
értelmezése el6tt fontosnak tartom, hogy bemutassam eddigi ismereteinket a raphe-
magok szervezédesersl, mas agyteriiletekkel 1étesitett kapcsolataikrol, illetve az ebbol
kdvetkez6 funkcionalis kilonbségekrol. Tovabba, a dolgozatom bevezetéjében kitérek
arra, hogy miért pont a raphe-hippocampalis kapcsolatban latom esélyét a glutamaterg
komponens szerepének megértésére, valamint rdviden attekintem az eddigi
bizonyitékokat a VGIuT3-hoz kapcsolhatdé glutamaterg transzmissziorol és

kotranszmissziérol.
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1.2. Az agytorzs raphe magjai

A raphe magok hagyomanyos csoportositasa

Hagyomanyosan a raphe magokat lokalizaciojuk alapjan csoportositjuk, és mivel
némelyik sejtcsoport kiterjedése nem kdveti a makroszkopos agyrégiok — a kdzépagy, a
hid és a nyultvel6 — hatarvonalait, nevezéktani bizonytalansdgokkal talalkozhatunk. A
raphe magokat toébb esetben nem egyszerii elhatarolni az 6ket korilvevo strukturaktol
sem, ami szintén bonyolitja definidlasukat €s csoportositasukat a hagyomanyos
neuroanatomia szerint (Harding és mtsai 2004), illetve annak revideélt, a sejtek
szarmazasat is figyelembe venni szandékozé (Alonso és mtsai 2013) megkozelitése

soran.

A kovetkezokben a raphe magok hagyoméanyos anatomidjaval foglalkozé legfontosabb
osszefoglalo kdzlemények és konyvfejezetek alapjan attekintem azok csoportositasat. A

kdzépagyhoz az alabbi raphe magokat soroljak:

a) nucleus raphe dorsalis (DR), amelyben helyet foglal a Dahlstrom és Fuxe altal
meghonositott alfanumerikus osztalyozds szerinti B7 és B6 szerotoninerg
sejtcsoport. Ez ut6bbi a hagyomanyos makroszképos neuroanatdmia szerint mar a
hidhoz sorolandd, ezért egyes forrdsok hasznéljak a nucleus raphe dorsalis pontinus
elnevezést ra. A DR tartalmazza az 6sszes raphe mag koziil a legtobb szerotoninerg
sejtet, rostralis és kdzépsé harmada lateralis iranyban jelentésen kiterjed, caudalis
része pedig hosszan elnyulik. Harom alrégiora osztjak: dorsomedialis DR,
ventromedialis DR és a kétoldali lateralis szarnyak. Ventralisan a két fasciculus
longitudinalis medialis kdzé benyulik, amelyet némely forras interfascicularis DR-
ként emlit, és ez tulajdonképpen kontinuumot képez a MR-val. Egyesek a DR-ban a

sejtsiiriiség alapjan tovabbi alrégidkat is megkilonboztetnek.

b) nucleus raphe medianus (MR), amelyhez a B8 és a B5 sejtcsoport tartozik. A MR

elnevezés helyett bizonyos forrdsok nucleus raphe centralis superiort hasznalnak. A

10
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B5-6t pedig egyesek nucleus centralis inferiorként vagy nucleus raphe medianus
pontinusként emlitik, mert a hidhoz soroljak. A MR-t bizonytalan hatarvonallal két
oldalrdl a szerotonintartalmud sejtektél mentes nucleus raphe paramedianus veszi
korbe, amelyet a MR-val egyltt egyre gyakrabban median raphe régié (MRR)

elnevezéssel illetnek.

c) nucleus linearis caudalis, amelybe a B8 legrostralisabb, kisszam( szerotoninerg
sejtjei tartoznak, ebben a struktdraban mar jelent6sebb szamban eléfordulnak
dopaminerg sejtjek is. A ventralis tegmentalis area részének tartjak. A MR-t6l a két
pedunculus cerebelli superior keresztez6dése valasztja el, a DR sejtjeihez is

rokonitjak.

A B9 neuronjai — amely a DR-t kdvetéen a masodik legnagyobb szerotoninerg
populaci6 — nem a raphe magokban foglalnak helyet, hanem a lemniscus medialis
rostjai kozott, illetve a kdzépvonaltol tavolabb, a ventrolateralis tegmentumban
szétszortan, rostrocaudalisan hosszan elnyllva — a kdzépagyban és a hidban — teriilnek
el. Féemlésokben a B9-hez tartozd sejtek egyik része alkotja a nucleus

supralemniscalist, ilyen struktdrat a ragcsalokban nem kildnitenek el.

A makroszkopos neuroanatomia alapjan a hidhoz tartozé raphe magok — mint ahogyan
azt a fentiekben is bemutattam — lényegében a kozépagyi raphe magok caudalis
folytatasai. A tébbi szerotoninerg sejtcsoport a nyultveldben helyezkedik el: a B3 sejtjeit
a nucleus raphe magnusban (RMg), a B2 sejtjeit a nucleus raphe obscurusban (ROb), a
Bl sejtjeit pedig a nucleus raphe pallidusban (RPa) taladljuk. A RMg nehezen
elkilonithet6 a ROb, illetve a RPa rostralis részétol. A B4 sejtcsoportot a legtobb forras
kiilon magba nem sorolja, hanem egyszeriien a periaquaeductalis szlirkeallomany
részének tartjdk. Masok viszont nucleus raphe supragenualis néven megkulénboztetik az
ezeket a sejteket magaba foglald struktrarat (Paxinos és Watson 2005, Harding és mtsai
2004, Hioki eés mtsai 2010, Crawford és mtsai 2010, Alonso és mtsai 2013, Hornung
2003, Vasudeva és mtsai 2011, Jacobs és Azmitia 1992).

11
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A szerotoninerg

progenitor sejtek  dorsalis
i A

. G
embrionalis
A3
rostralis

utdagy
caudalis

1.2.1. abra. Az agytdrzs raphe magjainak felépitése. A) Az embriondlis agy parasagittalis
metszetén az egyes rhombomérakat (R1-R6P) kulonbdzé szinek jeldlik. Ezekbdl a
rhombomérakbol differencialodd szerotoninerg sejtek a felndtt agytdrzs raphe magjainak
kulénbozs részeibe vandorolnak. B1-B9 jel6li a szerotoninerg sejtek Dahlstrom és Fuxe
szerinti csoportjait. B) A felndtt agy coronalis metszetein (a bal oldali rostralisabbtdl jobb felé
egyre caudalisabb sikban) a kilonbdzé rhomboméraeredetii szerotoninerg sejtcsoportok
lokalizacidja. A nucleus raphe medianust (B5 és B8 sejtcsoport) heterogén, harom
rhombomérabol szarmaz6 szerotoninerg sejtek épitik fel. (Okaty és mtsai 2015 alapjan,
modositva).

Eredet nyomonkovetésen alapuld csoportositas

Az 5-HT-termel6 sejtek szervezédésének megértéset nagyban segitette, hogy felfedezték
a Pet-1 transzkripcios faktort, mely kizarélag a szerotoninerg neuronokban, valamint
azok prekurzoraiban aktivalodik (Hendricks és mtsai 1999). Ez lehetévé tette, hogy
genetikai megkdzelitéssel is megbizhatéan tanulmanyozzak a raphe magok sejtes
Osszetételét, azok kapcsolatait. Susan Dymecki munkacsoportja a kivalasztott
sejttipusok eredetének nyomonkovetésére is hasznalhatd, a Cre-loxP és az Flp-FRT
rekombinaz-rendszerek 6tvozésén alapulo technikat vezetett be (Awatramani és mtsai
2003), mellyel elkezdték feltérképezni az egerek szerotoninerg rendszerét (Jensen és
mtsai 2008). Modszerlk lényege, hogy csak azok a sejtek termelik a fluoreszcens
fehérjét (példaul eGFP-t), amelyekben mind a Cre, mind az Flp rekombindzok
kifejthették aktivitasukat. Az Flp expresszidjat a Pet-1 transzkripcids faktorhoz, a Cre-t

pedig rhomboméraspecifkus transzkripcids faktorokhoz kototték, ezzel ki tudték
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mutatni, hogy az 5-HT-termelé sejtek melyik halmaza fejlédik ki az egyes

rhombomeérakbol, és azok késébb hogyan csoportosulnak.

Az els6, legrostralisabb rhombomérabol (R1) szarmaznak a B4, B6 és B7 sejtcsoportok
— azaz tulajdonképpen a DR -, tovabba a B5, B8 - vagyis a MR - és a B9
legdorsalisabb sejtjei. A méasodik rhomboméra (R2) adja ugyanezeknek (tehat a B5, B8
és B9-nek) az eldbbieknél mélyebben elhelyezkedé sejtjeit, a harmadik rhomboméra
(R3) pedig szintén ugyanezeknek a legventralisabb sejtjeit. A negyedik szegmensbdol
nem alakul ki szerotoninerg sejt. A RMg nagyrészt az 6tédik rhombomérabol (R5)
szarmazik, de benne elszortan a hatodik vagy annal caudalisabb szelvények (R6P)
sejtjei is eléfordulhatnak. A RPa rostralis végében szintén keverten talalhatoak az R5 és
R6P-eredetii sejtek. A RPa hosszan elnyuld caudalis végét azonban, valamint a ROb-t
teljes egészében a R6P szelvények épitik fel, és ugyanigy a kdzépvonaltol tavolabb,
ventralisan elhelyezkedé nucleus paragigantocellularis lateralis (LPGC) szerotoninerg
sejtjeit is. A raphe magok eredet szerinti csoportositdsa tehat némileg eltér a
hagyomanyos osztalyozastdl. A leglényegesebb kiilonbséget a MR esetében latjuk,

amely sejtjei harom rhombomérabdl differencialodnak (lasd 1.2.1. abra).

Mivel a kilonbdz6 szelvényekbdl fejlédé neuronok kozoétt jelentés génexpresszids
kilonbségeket talaltak, ezek kozott a funkcionalis eltérések is jelentések, példaképpen a
R2-eredetii sejtekre depolarizdltabb nyugalmi membréanpotencial jellemzé, mint a MR
mas rhombomérabol odavandorlo sejtjeire. Tovabba, az egy rhombomérabdl
differencialodd sejtek esetében is taldltak expresszids kilonbségeket egyes
kulcsfontossagu — példaul metabotrop és ionotrop receptorokat, egyéb ioncsatornakat és
a szinaptikus jelatvitelben részt vevé proteineket kddold — gének aktivitasaban. Az R1
azon sejtjei, amelyek a DR-t alakitjak ki, élesen elkiiloniilnek a ventralisabb pozicidba,
a MR-ba vandorl6 tarsaiktol. Tobbek kozott a VGIUT3 génjének transzkripcids fokaban
van kulonbség koztik: a MR-ba vandorld sejtek erételjesen termelik, a DR-ba juto
sejtek viszont kisebb mennyiségben. A R2-bdl szarmazé sejtekre — csoportszinten —

jonéhéany gén nagyon variabilis expresszidja jellemz6. Ezek kdzé a gének kozé tartozik
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a VGIUT3 geénje is, amely szerint viszont két alcsoporta tudtdk osztani a R2-eredetii
sejteket. A VGIuT3-at nagymértékben termel6 sejtekre a szerotoninerg fenotipus
markereinek alacsonyszintti expresszidja jellemzé, és a masik alcsoportban a szerotonin
szintézisét végzo triptofan-hidroxildz (TpH2) génjének magas aktivitasa pedig alacsony
VGIuT3-expresszidval tarsult. Ezzel ellentétben, az R1-bol szarmazo sejtek esetében a
VGIuT3 és a TpH2 expresszids szintje pozitivan korreldlt egymassal (Okaty és mtsai
2015). A MR-t tehéat erésen heterogén sejtek épitik fel, am a DR sejtjeit is nagyfoku
funkcionalis kilonbségek jellemezhetik, hiszen G-fehérje-kapcsolt receptoraik,
neuropeptideik expresszids mintazata, ingerlékenységik lényeges variabilitast mutat
(Spaethling és mtsai 2014, Fu és mtsai 2010, Crawford és mtsai 2010, Andrade és Haj-
Dahmane 2013).

A kulénb6z6 rhombomérakbdl differencialddo sejtekbol felépilé raphe magok kozott
azok projekcios preferenciaja is kilonbséget képez. A negyedik rhombomératol
rostralisabb szelvenyekbdl fejlédé magok — tgymint a DR, MR és a B9-hez tartozo
sejtek — felszallé palyakat adnak, azaz a kbzépagy és az eléagy terileteit innervaljak. A
negyedik rhombomératdl caudalisabb szelvényekbél fejl6dé magok pedig a
gerincvel6be kildik leszall6 nyulvanyaikat. A raphe magok azonban rostralis vagy
caudalis elhelyezkedésuktsl fuggetlenll innervélhatjadk egymast és méas agytorzsi
strukturékat is. A kisagyba pedig mindkét magcsoport kild nydlvanyokat (Jacobs és
Azmitia 1992, Harding és mtsai 2004, Wylie és mtsai 2010).

Lathatjuk, hogy a raphe-magok - kuléndsképpen a MR — szerotonienrg sejtjei
kilonbdzo eredettiek, és lényeges funkciondlis eltéréseket hordozhatnak. Mivel a
doktori munkam céljanak megértéséhez az eléagyi terileteket beidegz6 raphe magok
jellemzése sziikséges, a kovetkezé fejezetben a MR és a DR kapcsolatainak
bemutatasara 6sszpontositok. A MR és a DR kozti killénbségek megértéséhez ugyanis a
szerotoninerg sejtjeik eredete mellett sziilkséges attekinteni azok kapcsolatrendszerét is.

A caudalis raphe magokat a dolgozatom tovabbi fejezeteiben nem targyalom.
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1.3. A nucleus raphe medianus és dorsalis kapcsolatai

A nucleus raphe medianus és dorsalis efferensei

A szerotoninkimutatds modszereinek fejlédése nyoméan felfigyeltek az agykéregbe
vetité szerotoninerg rostok heterogenitasara (Kohler és mtsai 1981, Lidov és mtsai
1980), illetve a MR és a DR kilénbdzé projekcios preferenciajara (Jacobs és mtsai
1974, Bobillier és mtsai 1975, Imai és mtsai 1986). Majd igazoltdk, hogy a MR-bdl
eredé rostok hosszU egyenes szakaszain ritkan, néhany szaz mikrométerenként, illetve a
legutolso, dusan elagaz6 szakaszan pedig sirtn llnek a nagy, goémbszeri varikozitasok.
Ezzel szemben a DR-bdl eredé vékony rostokon vagy nagyon aprd, am sirin
elhelyezkedé varikozitasokat vagy ritkdbban el6forduld orsészertien épphogy
megvastagodo varikozitdsokat talaltak. Mar ekkor kimutattak, hogy a rostok
morfoldgiai kilonbségei mellett eltérés van azok célterileteiben (Kosofsky és Molliver
1987), tovabba, nem utols6 sorban azt is, hogy e projekciok szamottevo részebol

hianyozhat a szerotonin (Kohler és Steinbusch 1982, O’Hearn és Molliver 1984,

R1-Petl R2-Petl R3/5-Petl

PARIETAL

PIR
CoA

HYPOTHALAMUS HYPOTHALAMUS

CEREBELLUM

1.3.1. abra. A rostralis rhombomérakbdl fejlédd raphe magok efferenseinek célteriiletei a
kdzponti idegrendszer sémas abrazolasan. A kilénbdzé rhombomérakbol fejléds projekciok
preferencialis célterileteit eltérd szinek jel6lik. A sotétebb szinek erdteljesebb rosthaldzat
jelenlétét mutatjak. A PV rovidités ezen az abran a thalamus paraventricularis magjat jeloli.
(Bang és mtsai 2012 alapjan, modositva).
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Datiche és mtsai 1995). Majd demonstraltak, hogy a MR-bol ered6é nagy
varikozitasokkal boritott rostok kevésbé érzékenyek a szerotonin szintézisttvonalain
keresztlil ké&rositd neurotoxinokra, azaz vélhetéen nem folyik bennlk
szerotoninszintézis sem. A DR-bdl indulé rostok pedig a varakozasoknak megfeleléen
karosodtak a szerotoninerg neurotoxinok adasa utan (Mamounas és Molliver 1988,

Mamounas és mtsai 1991).

A rhombomeéraspecifikus és a szerotoninspecifikus rekombindz-rendszerek Otvozése
nagy elérelépést hozott a raphe magok projekcidinak feltérképezésében is — csakugy,
mint ahogyan azt a magok szervez6désénél, felépitésénél az el6z6 fejezetben
bemutattam. E kombinatorikus genetikai modszer segitségével el tudtak kuldniteni az
R1-eredetii — tehat javarészt a DR-ba vandorlo —, valamint a R2- és a R3-eredetii — tehat
a MR nagyobb részét kitevo — szerotoninerg sejtek efferenseinek célteriileteit (Bang és
mtsai 2012, 1.3.31. abra). Az aldbbiakban ez eredmények alapjan targyalom a raphe

magok projekcios preferenciajat.

Az Rl-eredetti raphe-rostok erételjesen innervaljak a neocortex felszines rétegeit, a
striatumot, a bazalis eléagy magcsoportjait, koztik a nucleus septalis medialist, a
hypothalamust, a basolateralis amygdalat, a ventralis tegmentalis areat, valamint a
substantia nigrat. A hippocampusban is megtalaljuk az R1-b6l szarmazé sejtek rostjait,
melyek kozott eléfordulnak nagyobb, illetve apré varikozitasokkal boritottak is.
Elobbiek lehetnek a MR-ba vandorlo sejtek axonjai, utébbiak pedig a DR-t alkoto sejtek
projekcidi. Nagy varikozitdsokat figyelhetink meg a gyrus dentatus
szemcsesejtrétegének bazisat elér6 rostokon, a CA3 area stratum radiatumaban,
valamint a CALl area stratum lacunosum-molecularejaban és stratum radiatuméaban futo
rostokon. Ez utdbbi rétegben kisebb varikozitasd rostok is vannak, ahogyan a gyrus
dentatus stratum molecularejdban is. Egy maésik, &m a hippocampusszal szoros
funkciondlis kapcsolatban allé (Knierim és mtsai 2006 Hippocampus) agyterileten, a
lateralis entorhinalis kéregben szintén talaltak R1-bol fejlédé nagy varikozitasokkal

boritott rostokat. Az R1l-eredetii rostok erételjes beidegzést adnak a MR
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szerotonintartalmu sejtjeinek is, valamint a caudalis raphe-magokhoz tartoz6 RMg és
RODb-ba is vetitenek. A felsoroltakon kivil kisebb denzitdssal R1-eredetii szerotoninerg

idegnyulvanyok szerte az agyban kimutathatok.

A R2-eredetii raphe-sejtek axonjai joval behataroltabb célteruleteket preferalnak, mint
az R1 sejtjeinek projekcidi. Suri rostfelh6t kepeznek a medialis prefrontalis kéregben, a
parietalis kéregben, a perirhinalis kéregben, a hippocampusban, a nucleus septalis
medialisban, a Broca-féle diagonalis kétegben, a nucleus suprachiasmaticusban és a
thalamus nucleus paraventricularisdban. Gyengébb rostjelélés lathatd a basolateralis
amygdalaban és a hypothalamusban. Egyontetiien nagy varikozitasokkal boritott rostok,
és corticalis rétegspecificitasukban is elkilonilnek az R1-eredetii axonoktdl. A
neocortexben ugyanis a mélyebb, 11I-VI. rétegekre jellemzéek. A hippocampusban
keveredhetnek az R1-bdl fejl6dé nyudlvanyokkal, hiszen a gyrus dentatus
szemcsesejtrétegének bazisaban, esetleg a hilusban, tovabba a CA1 aredban a stratum
lacunosum-moleculare és radiatum hataran és a CA3 area stratum radiatuméaban futnak
ezek a rostok is. A R2-eredetii neuronokra jellemzé, hogy a MR-n belll gazdag

kollaterdlishalozatot adnak, ugyanakkor mas raphe magokat nem innervalnak.

A R3-bdl differencialodéd raphe sejtek nyulvanyai szintén sziik projekcios preferenciat
mutatnak. A R2-eredetii sejtekhez hasonldan ezek is innervaljak a limbikus rendszer f6
teruleteit. A hippocampusban a nyulvanyaik ugyanazokba a rétegekbe érkeznek, mint az
R1- és R2-eredetii rostok is. A nucleus septalis medialist és a Broca-féle diagonalis
koteget, és egyes agytorzsi struktdrakat, mint a Gudden-féle tegmentalis magokat, a
locus coeruleust vagy a nucleus parabrachialist is dus rosthal6zattal innervaljak. Ezeken
kivil rostjaik megtalalhatdak a MR-n belll és a DR-ban is, valamint beidegzik a
nyultvel6 egyes szerotoninerg sejtjeit is. Vetitenek még a cortex piriformisba, viszont
csak elvétve talaltdk meg rostjaikat a frontalis vagy parietalis kéregben (Bang és mtsai

2012).
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A fentiekbdl lathato, hogy a MR joval behataroltabb célteriiletre projektal, mint a DR.
Raadasul felvetodott az is, hogy a MR vetité6 sejtjeinek jelentés részében nem
termel6dik szerotonin (Mamounas és Molliver 1988), ami alapjan jogos a kérdés, hogy
az efferenseknek a szerotoninerg sejtekre jellemzének tartott, Pet-1 transzkripcids faktor
aktivitasan alapuld feltérképezése egyaltalan miért rajzolja ki az amugy minimalisan
szerotoninerg fenotipust mutaté MR projekcioit. Egyrészt a Pet-1 segitségével
megjolelhetéek bizonyos, a szerotoninerg fenotipus markereit minimalisan termels, &m
VGIuT3-at erésen expresszalo sejtek (Okaty és mtsai 2015). Tovabba, nemrég
bizonyitottdk, hogy a MR azon neuronjainak, amelyekben a Pet-1 miikddését fokozo
régio, az ePet aktiv, mindossze fele tartalmaz szerotonint, és ezek tébbsége expresszal
VGIuT3-at is. Masik, jelentés hanyaduk szerotonint nem, de VGIuT3-at termel (S6s és
mtsai 2017). Masreszt viszont Pet-1-génkiutott allatokban is maradt szerotoninerg
populécid, holott kordbban a Pet-1-et a szerotoninerg fenotipus kialakulaséhoz
nélkuldzhetetlennek tartottak. Kilén kiemelném, hogy Pet-1 hianyaban a VGIUT3-
expresszalo sejtek hasonld meértékben fordultak elé a raphe teriletén, mint a kontroll
allatcsoportban, és ezeknek csupan egy része tartalmazott szerotonint is (Hendricks és
mtsai 1999, Hendricks és mtsai 2003, Kiyasova és mtsai 2011). Ennek fényében a Pet-1
nem megbizhaté markere sem a szerotoninerg, sem a VGIluT3-termel6 raphe sejteknek.
Erdekes, hogy a Pet-1-génkiiitott &llatban megmaradt szerotoninerg populacionak
nagyon sziik projekcids preferencidja van: az amygdala basolateralis magcsoportja, a
hypothalamus paraventricularis magja, illetve a thalamus intralaminaris magcsoportja a

célterlleteik (Kiyasova és mtsai 2011).

A MR, illetve a DR projekcidiban jelen 1évé VGIUT3-rol jelenleg annyit allithatunk,
hogy a hippocampust, a nucleus septalis medialist és a medialis prefrontalis kérget
innervald rostok tobbségében jelen van a VGIUT3 (Jackson és mtsai 2009, Amilhon és
mtsai 2010, Szényi és mtsai 2016). Talaltak a ventralis tegmentalis aredba, substantia
nigraba és a hypothalamus egyes magcsoportjaiba (példaul a preoptikus areaba és a

paraventricularis magba) vetité VGIuT3-termel6 raphe sejteket is (Hioki és mtsai 2010).
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A Pet-1 korli bizonytalansagok miatt a szerotoninerg sejtekre joval specifikusabb Sert-
Cre egértdrzsben (Zhuang és mtsai 2005) Ujtatérképezték azok efferenseit, a projekcios
preferencidkat az raphe magok alrégidinak szintjére bontottak. A DR B7 sejtcsoportja
esetében élesen elkuldnil a ventralis alrégio — amely az obritalis, piriform és agranularis
kéregbe, az amygdala centralis magjaba, a substantia nigraba, a locus coeruleusba vetit,
és elkerlli a hippocampust —, a dorsalis alrégiotél — amely a lateralis thalamust és
szintén a piriform kérget preferdlja. A DR lateralis szarnyai hasonléan a dorsalis
alrégidhoz, a lateralis thalamust innervaljdk. A DR B6 sejtcsoportja a nucleus septalis
lateralist, a hippocampust, a subiculumot és a hypothalamus egyes tertleteit, mint

példaul a preoptikus areat innervalja.

A MR szerotoninerg sejtjeinek projekcios célteriletei elkulontlnek a DR-étol. A B8
sejtcsoport erételjesen projektal a hippocampusba, a subiculumba, a nucleus septalis
medialisba, tovabba a cingularis kéregbe, motoros kéregbe, a hypothalamus
paraventricularis magjaba, a nucleus interpeduncularisba, a habenula medialisba és a
Gudden-féle tegmentalis magokba. A B5 sejtcsoport ehhez nagyon hasonl6 efferentacios
profilt mutat, esetében az el6bbieken kivil még a nucleus parabrachialis és a

hypothalamus tovabbi magcsoprotjainak (példaul nucleus arcuatus, nucleus mamillaris)

1.3.2. abra. A nucleus raphe dorsalis B7 sejtcsoportjanak ventralis alrégiéjaban (A), dorsalis
alrégidjaban (B), a nucleus raphe medianus B8 sejtcsoportjdban (C), valamint a B9
sejtcsoportban (D) elhelyezkeds szerotoninerg neuronok jellegzetes efferentacidja az agy
parasagittalis metszetein dbrazolva. (Muzerelle és mtsai 2016 alapjan, médositva).
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innervaciojat kell megemliteni. A B9 sejtjei tobbek kdz6tt a nucleus caudatus-putamen
komplexumot, illetve példaul a locus coeruleust és a raphe magokat idegzik be

(Muzerelle és mtsai 2016, 1.3.2. bra).

A Pet-1-en és a Sert-en alapul6 efferentacios feltérkepezesek kozotti kilonbségek
(példaul az amygdala basolateralis magcsoportjanak beidegzése) felfedhetik azoknak a
raphe sejteknek a palyait, amelyek ugyan Pet-1-et termelnek, de nem szerotoninergek és
a fentiek alapjan vélhetéen VGIuT3-expresszaloak. Hangsulyozom, hogy az elézéekben
targyalt bizonytalansagok miatt Pet-1- és Sert-fliggetlen VGIuT3-termelé populacio is
lehet a raphe magokban, amelyeknek palyait még nem ismerjik. A VGIuT3-expresszald
sejtek efferenseirdl alkotott képhez hozzatartozik, hogy lokalis vagy tavoli terminalisaik
nem mindegyikében jelenik meg a VGIuT3 (Amilhon és mtsai 2010, Gagnon és Parent

2014).

A MR-ban és a DR-ban a szerotoninerg neuronok és az ezekkel részben atfedé VGIuT3-
expresszald sejtek mellett jelentés szd&mban y-aminovajsav(GABA)-Urité neuronok is
talalhatok, amelyek innervaljak és szabalyozzdk a lokalis szerotoninerg sejteket
(Descarries és mtsai 1982, Stamp és Semba 1995, Forchetti és Meek 1981, Tao és mtsai
1996, Varga és mtsai 2001, Wang és mtsai 1992, Gervasoni és mtsai 2000, Varga és
mtsai 2001, Varga és mtsai 2003, Varga és mtsai 2002, Li és mtsai 2005). A GABAerg
populacié elkilonul mind a szerotoninerg, mind a VGIuT3-expresszald neuronoktol,
tovabba, a feltételezhetéen dopaminerg sejtek egy ujabb, a tobbivel nem atfedé kisebb
populécidt alkotnak (Hioki és mtsai 2010, Stamp és Semba 1995, Ochi és Shimizu
1978, Trulson és mtsai 1985, Matthews és mtsai 2016). A lokalis innervécié mellett a
DR GABAerg sejtjeinek egy része vetit a prefrontalis kéregbe, nucleus accumbensbe és
a lateralis hypothalamusba, ez utébbiban a DR-eredetii projekcié nagyjabol harmadat

adjak a GABAerg palyak (Bang és Commons 2012).
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A nucleus raphe medianus és dorsalis afferensei

A Kklasszikus retrograd palyakdvetési médszerekkel azonositottdk a raphe magok 6
afferenseit. Ennek megfeleléen a DR-t féleg a habenula lateralis, a prefrontalis kéreg
(ennek a prelimbikus, az anterior cinguléris és az infralimbikus része emelendé ki), a
thalamus paraventricularis és paratenialis magjai, a zona incerta és az amygdala
centralis magja innervélja. Tovabba — egyebek mellett — a nucleus tuberomamillaris, a
nucleus preopticus ventrolateralis, a nucleus interstitialis striae terminalis, a substantia
innominata, a nucleus septalis lateralis, a ventralis tegmentalis area, a substantia nigra,
az agytorzs periaquaeductalis sziirkedlloméanya, a nucleus parabrachialis, a nucleus

tegmentalis laterodorsalis, valamint a MR és a RMg adnak jelent6sebb afferentaciot.

A MR szinten jelentés beidegzést kap a medialis prefrontalis kéreg prelimbikus és
anterior cingularis részébél, a habenula lateralisbol, a nucleus septalis lateralisbdl, a
nucleus preopticus ventrolateralisbol, a ventralis tegmentalis aredbol, a nucleus
tegmentalis laterodorsalisbdl és az agytdrzs periaquaeductalis sziirkeallomanyabdl.
Ezeken kivil a nucleus septalis medialis, a ventralis pallidum, a nucleus
supramamillaris, a nucleus interpeduncularis, a locus couruleus, valamint a tébbi
szerotoninerg sejtcsoport adnak jelentés bemenetet a MR-ba (Aghajanian és Wang
1977, Marcinkiewicz és mtsai 1989, Gervasoni és mtsai 2000, Peyron és mtsai 1998,
Vertes és Linley 2008, Soiza-Reilly és Commons 2011). A nocicepcidhoz tartozd
idegpélyakba is bekapcsolddhatnak a rostralis raphe magok, elsésorban az agytorzs
periaquaeductalis szirkeallomanyan keresztul, illetve a DR esetében a RMg
kozvetitésével. A fajdalomra adott reakcidk szervezésében fontos szerepet jatszo,
gerincvelébol felszalld tractus spinoreticularis kollateralisokat ad a RMg-hoz, azonban a

DR-t nem innervalja (Braz és mtsai 2009).

A hagyomaényos palyajeldlések nem tudtak elkiloniteni a raphe magok szerotoninerg és
nem-szerotoninerg neuronjainak afferentaciojat. Ebben nagy elérelépest hozott a
kizarolagosan a Kkivalasztott sejttipusbdl, megbizhatéan retrograd iranyban terjedd

virusok péalyatérképezésre vald felhasznéaldsa. Transzgénikus egerekben megjelélhetéek
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azok a neuronok, amelyek innervaljak a Cre rekombinazt termel6 szerotoninerg sejteket,
amennyiben maédositott, pszeudotipizalt és fluoreszcens marker génjét is hordozé rabies
virussal fertézik meg azokat. A rabies felvételéhez és transzszinaptikus terjedéséhez két
olyan fehérje is szlikséges, amely az emlésok szervezetében nincs jelen, igy ezeknek a
génjeit is be kell juttatni a neuronokba. A szerotoninerg sejtekre és azok afferenseire
szoritkoz6 rabiesfert6zést azzal érik el, hogy az el6bbi gének termelését a Cre
rekombinaz jelenlétéhez kotik (Wall és mtsai 2010, Wickersham és mtsai 2007, Watabe-

Uchida és mtsai 2012, Miyamichi és mtsai 2011).

Ezzel a modszerrel meghataroztak, hogy az egyes agyterilletek a DR szeretoninerg és
GABAerg sejtjei bemenetének mekkora hanyadat adjak (Weissbourd és mtsai 2014).
Eszerint a DR szerotoninerg és GABAerg neuronjai legtébb bemenetiket egyarant a
hypothalamusbol kapjak, ezen belil pedig a lateralis hypothalamus, a preoptikus area, a

nucleus hypothalamicus posterior, a zona incerta, a mamillaris magok, valamint a
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1.3.3. &bra. A DR szerotoninerg és GABAerg sejtjeinek fé afferensei. A) az agy sematikus
parasagittalis metszetén a sotétebb szinek jelolik, hogy a DR afferenseinek hany szézaléka
érkezik az adott agyteruletrsl (megfelelden a bal oldali sz6vegdoboz skalajanak). Ezen felul az
egyes agyteriletekre rajzolt csillagok jelzik, ha az onnan indul6 rostok preferaljdk a DR
szerotoninerg (kék csillag) vagy GABAerg sejtjeit (voros csillag). Az egyes agyteriletekre
rajzolt korok pedig az ott 1évé vetits sejtek fé transzmitterét mutatjdk (zold kor: glutamat,
voros kor: GABA, lila kor: peptid, tres kor: egyéb). B) A DR szerotoninerg sejtjeit innervald
lokalis szerotoninerg (kék korok) és GABAerg sejtek (voros korok) elhelyezkedése (Weissbourd
és mtsai 2014 alapjan, modositva).
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1.3.4. abra. A MR és DR szerotoninerg sejtjeinek afferentéciéja. A vizszintes
oszlopdiagramok az adott sorban megadott agyteriiletrdl érkezs afferensek szazalékos
aranyat mutatjak (allatok kozti atlag és annak standard hibaja) a MR (sarga), illetve a DR
(z61d) szerotoninerg sejtjeinek esetében. *: A MR és DR egymastol kapott afferenseit nem
vizsgaltak (Ogawa és mtsai 2014 alapjan, modositva).
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nucleus parasubthalamicus jarul hozza jelentésebb mértékben az innervaciohoz. A
GABAerg sejteket joval tobb rost éri el az amygdala tertiletérdl — féként annak centralis
magcsoportjabdl és a nucleus interstitialis striae terminalisbdl —, mint szerotoninerg
tarsaikat, habar az amygdala ez utobbiak szamara is jelent6s bemenetet ad. Lényeges
kilonbséget talaltak a kérgi teruletekrol érkezo afferensekben, amelyek a szerotoninerg
sejteket preferaljak. lgaz ez az insularis kéregbél, motoros kéregbél, orbitalis kéregbél,
prelimbikus kéregh6l és az anterior cingularis kéregbdl érkezé afferensekre is.
Mindenképpen ki kell még emeleni a habenula lateralist, amely hozzavetéleg egyenld
aranyban éri el a szerotoninerg és a GABAerg sejteket. Megemlitheté tovabba a kisagy
mély magjaibdl érkez6 afferentacio is, amely szintén nem tesz szignifikans kilonbséget
a két célsejttipus kozott. Mind a szerotoninerg, mind a GABAerg neuronokat jelentés
mértékben innervaljak mas agytorzsi sejtcsoportok, valamint egymast is beidegzik. A
DR-n belll kilénbdznek az egyes alrégiok atekintetben, hogy annak szerotoninerg vagy

GABAerg sejtjeinek afferensei jellemzéen melyik alrégiobol érkeznek (1.3.3. abra).

Tovabbi tanulmanyokban — szintén rabies virus segitségével — dsszehasonlitottdk a DR
és a MR szerotoninerg sejtjeinek afferenseit (Ogawa és mtsai 2014, Pollak Dorocic és
mtsai 2014). A MR - ellentétben a DR-val — jelent6s beidegzest kap a nucleus septalis
medialisbol, illetve a Broca-féle diagonalis koteghdl. A hypothalamus némely
régiojabol, mint példaul a nucleus paraventricularisboél, a nucleus supramamillarisbdl és
a zona incertabol szintén tobb afferens rostot kap, mint a DR. Ugyanakkor az
amygdalabdl, a nucleus interstitialis striae terminalisbol, a striatumbol és a bazélis
eléagybol — amelyek a DR jelentds afferenticidjat adjak — alig érik nydlvanyok a MR-t.
Tovabbi eltérés a két raphe mag kozott, hogy a MR-t jelentés szamban érik el a
habenula lateralis mellett a habenula medialis rostjai is. Az kdzépagyi idegmagokbol
érkez6 kapcsolataik terén mutatkozéd fébb kilénbségek: a MR szadmaéra jelentés
bemenetet ad a nucleus interpeduncularis, a nucleus reticularis pontis és a nucleus
tegmentalis laterodrosalis, a DR pedig a substantia nigrabdl és a ventralis tegmentalis
aredbdl kap erdteljesebb innervacidt. Az agykéreghdl érkezé afferensek tekintében is

talalunk kilonbséget. A cingularis kéreg és a retrosplenialis kéreg joval nagyobb
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aranyban vetit a MR-ba, mint a DR-ba. Ez utébbi pedig az insularis és orbitalis kéregb6l
kap jelentésebb bemenetet (bévebben lasd az 1.3.4. dbréan). E feltérképezés ellenére még
mindig hianyzik a bizonyiték arra vonatkozdan, hogy egy adott agyteriiletrél egyforma
vagy eltéré tipusu sejtek vetitenek az egyes raphe-magokba, amely a fent bemutatott —
elsésorban kvantitativ és nem kvalitativ — afferentacios eltéréseket tdgabb kontextusba
engednék helyezni. Mindenesetre a jelenleg rendelkezésre all6 adatok alapjan is
levonhatjuk a kovetkeztetést, hogy a DR-t és a MR-t eltér6 funkcionalitdsi agyi

kdzpontok befolyasoljak, és e raphe-magok is killdonb6zé régidkat innervalnak.

Funkciondlis kilonbségek a nucleus raphe medianus és dorsalis kozott — az eltérg
kapcsolatok fenyében

A MR és a DR eltéré kapcsolatainak kovetkezmeénye az eltéré funkciondlis szerepik. A
DR szerotoninerg sejtjeinek aktivitasat a fajdalmas ingerekkel, blntetéssel, negativ
visszacsatolasos tanulassal, az impulziv viselkedés gatlasaval hozzak 6sszefliggésbe
(Soubrié 1986, Stein és mtsai 1993, Dayan es Huys 2008, Boureau és Dayan 2011, den
Ouden és mtsai 2013, Schweimer és Ungless 2010, Crockett és mtsai 2009, Dalley és
Roiser 2012, Dugué és mtsai 2014). Masok a jutalomra hosszan Kkitarto, tlrelmes
varakozast kapcsoljak a DR szerotoninerg sejtjeinek emelkedett aktivitasahoz (Miyazaki
és mtsai 2011, Miyazaki és mtsai 2012a, Miyazaki és mtsai 2012b, Miyazaki és mtsai
2014). Mind a varhatd buntetés elkeriilése, mind a tirelmes jutalomvaras a pillanatnyi
és egy jovobeni helyzet kozotti ellentmondast igyekszik athidalni, ami a DR
szerotoninerg rendszerének feladata lehet (Cohen és mtsai 2015, Fonseca és mtsai
2015). Olyan helyzetben, amikor a kisérleti allatnak az egyebként jutalomhoz asszociélt
ingerre a megvaltozott kornyezeti tényez6k miatt nem volt szabad a jutalomért nydinia,
a DR szerotoninerg sejtjeinek erés tonusos aktivitasat regisztraltak, és amikor a
kornyezet megengedte a jutalom elfogadasat, a szerotoninerg rendszer méar csokkent
aktivitast mutatott (Li és mtsai 2013). A szerotoninerg sejtek kisiléseit heterogén médon
idozitik a szenzoros ingerek valtozatos paraméterei (Heym és mtsai 1982, Waterhouse
2004, Ranade és Mainen 2009, Nakamura és mtsai 2008), ugyanakkor egy

ingerkapcsolt viselkedés szilkségszerii gatlasa a szerotoninerg neuronok erésebb,
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egyontetiibb aktivalodasat eredményezi (Li és mtsai 2013). A DR szerotoninerg sejtjei
tehat miikddésbe Iépnek, hogy tirelmes varakozast tartsanak fenn, és ez a tulajdonsaguk
osszefuigghet a dontések jovobeni kdvetkezményeinek szerotoninhianyt kiséré nehézkes
belatasdval (Seymour és mtsai 2012), a szerotoninhianyhoz szintén kapcsolodd
kilatastalansaggal, kiizdelem feladasaval és magaval a depresszioval (Jacobsen és mtsai
2012, Nutt 2002, Bambico eés mtsai 2009, Lira és mtsai 2003, Gos és mtsai 2008, Takase
és mtsai 2004). Ezzel 6sszhangban, a DR szerotoninerg neuronjainak aktivalasa
csokkenti a kilatastalansagot, antidepresszans hatast (Warden és mtsai 2012, Teissier és
mtsai 2015). Felvetették, hogy a DR sejtjeinek aktivitasfokozasa segitené a térbeli
pozicidhoz kapcsolt jutalmazési szabalyok elsajatitasat (Liu és mtsai 2014), azonban
inkdbb a véarakozast fokozd hatasukbdl kovetkezhet a helypreferencia latszdlagos
kialakulasa (Correia és mtsai 2017). A fentiekb6l kovetkezik, hogy a DR szerotoninerg
sejtjei aktivitdsuk tonusat valtoztatva vezérlik a turelmes viselkedést (vagy egy
cselekvés turelmes visszatartasat), aminek alapja, hogy a kornyezeti ingerek szamtalan
aspektusahoz idozitik kistleseiket (Ranade és Mainen 2009, Li es mtsai 2013, Cohen és
mtsai 2015, Correia és mtsai 2017). Ez a valtozatos mértékii és idozitési, a jovobeni
magatartastol is fliggo aktivitds lehet az oka a két kezdeti, egymassal ellentétes
velekedésnek, miszerint az ebersegi szintet koveto aktivitasi szerotoninerg rendszer
facilitdlja a motoros viselkedéseket (Jacobs és Fornal 1999, Fornal és mtsai 1996),
illetve hogy visszafogja azokat (Soubrié 1986). A DR elébbiekben vazolt funkcidjat
tamogatjak egyebek mellett az amygdalaval, az orbitalis kéreggel (Rygula és mtsai
2015, Li és mtsai 2014, Waraczynski 2016, Tanaka és mtsai 2004), a lateralis
hypothalamusszal (Stuber és Wise 2016), a nucleus accumbensszel és a ventralis
pallidummal (Castro és mtsai 2015, Richard és mtsai 2013) létesitett efferens és afferens

kapcsolatai.

A MR efferensei — eltéréen a DR-t6l — a limbikus rendszert vagy az azzal szoros
funkcionalis kapcsolatban allé agyterlleteket szabalyozzak, ennélfogva a
tajékozddasban, eseménymemdariaban Kitlintetett jelentéségii hippocampus (Kirk és

Mackay 2003, Morris 2007, Eichenbaum 2000) neuronhal6zatat moduléljak. A MR és a
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DR tehat két, egymastdl funkcionalisan kulénbdz6 projekcios rendszert képez
(Commons 2016, 1.3.5. abra). A hippocampus beidegzése mellett a MR erés
kapcsolatban all annak kulcsfontossagl szubkortikalis regulatoraival, mint a nucleus
septalis medialisszal (Buzsaki 2002, Hangya és mtsai 2009, Vandecasteele és mtsai
2014, Fuhrmann és mtsai 2015, Crooks és mtsai 2012), a nucleus supramamillarisszal
(Pan és McNaughton 2004) és a Gudden-féle tegmentalis magokkal (Vann 2013, Kocsis
és mtsai 2001, Vann 2009). Ezek mellett a limbikus rendszer &atkapcsol6jaként is
felfoghaté habenula medialis, illetve a szorongasos, averziv reakciok szervezésében
szerepet jatszé habenula lateralis (Herkenham és Nauta 1979, Hikosaka 2010,
Matsumoto és Hikosaka 2009) kozvetlenil vagy a nucleus interpeduncularison keresztill
is befolyasolhatja a MR hippocampust szabalyozé neuromodulacidjat (Hsu és mtsai
2013, Jhou és mtsai 2009, Valjakka és mtsai 1998, Aizawa es mtsai 2013, Goutagny és
mtsai 2013, Sego és mtsai 2014, Quina és mtsai 2015). E funkcionalis kapcsolatbol
adoddan a hippocampusfiiggé memoriakonszolidacioba beavatkozni kepes MR (Wang

és mtsai 2015) az averziv memdriatartalmak rogzilését befolyasolhatja, akar

1.3.5. dbra. A MR és a DR kapcsolatai kiilénbozs funkciondlis egységet képeznek (Commons
2016 alapjan, modositva).

szorongasos viselkedés kialakulaséhoz is hozzajarulhat (Amo és mtsai 2014, Ohmura és
mtsai 2014, Teissier és mtsai 2015). A MR kapcsolataival nagy hasonlésagot mutat a
DR caudalis régioja, a B6 sejtcsoport, mely szintén a limbikus rendszert célzd

projekcios preferencidval rendelkezik (1.3.5. abra). A hippocampust elérd, korébban
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DR-eredettinek hitt vékony, apré vagy alig megvastagod6 orsészerii varikozitasokkal
boritott rostok azonban az Ujabb eredmények fényében nem feleltethetéek meg
egyértelmiien a B6 efferenseinek, mert a MR projekcids rostjai kozott talaltak
vékonyakat, valamint nagy varikozitasokkal boritottakat is (Muzerelle és mtsai 2016). A
raphe rostok morfolégiaja feltételezhetéen inkdbb az innervalt agyterulet lokalis

igényeinek fuggvényében valtozik (Amilhon és mtsai 2010, Gagnon és Parent 2014).

A raphe-magok kozul tehat a MR képes a hippocampus informécidéfeldolgozéasaba
beavatkozni, ez raadasul feltételezi, igényelheti a jelatvitel megbizhat6 idézitését is.
Tudjuk, hogy a hippocampust és a nucleus septalis medialist eléré raphe-rostokban a
VGIUT3 jelenléte jelentés (Szonyi és mtsai 2016, Jackson és mtsai 2009, Amilhon és
mtsai 2010, Hioki és mtsai 2010), a MR-n belll pedig a VGIuT3-termel6 sejtek
expresszios profilukban elkilonlinek a szerotoninerg sejtektdl, ami funkcionalis
kilonbséget is okoz (Okaty és mtsai 2015, Teissier és mtsai 2015). Ebbél kifolydlag
adodik a lehetéség, hogy a MR-nak a hippocampus halozatara kifejtett hatdsaban a
VGIuT3 kozvetitésével potenciadlisan felszabadul6 és gyors transzmisszidra képes
glutamat kulcsszerepet toltson be. A VGIUT3 raphe-sejteken belili szerepének tetten
érése céljabol ezek szerint a raphe-hippocampalis kapcsolat vizsgalata alkalmas lehet,
hiszen itt kézenfekvé az igény egy, a hullamtevékenységbe, illetve a héal6zat egyes
elemeinek miukddésébe gyorsan, pillanatszeriien beavatkozni képes — potencialisan
glutamaterg — moduléciéra. Miel6tt bemutatndm ennek Kkideritése céljabol végzett
kisérleteinket, attekintem a raphe-eredetii innervacio lehetséges hatésait a hippocampus
haldzati és sejtszintii mikddésére, hogy jobban meghatarozhassuk ennek a feltételezett
glutamaterg komponensnek a funkcionélis helyét a raphe-hippocampalis
kommunikaciéban. Majd targyalom a VGIuT3-fuggé glutamatirités lehet6ségeit
(transzmisszi6 és kotranszisszid), hogy érzékeltessem, a raphe-sejteken Kkivil hol

maéshol taléltak bizonyitékot a VGIUT3 hozzajarulésara a glutamaterg szignalizaciohoz.
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1.4. A raphe-hippocampalis kapcsolat jelentésége

Interneuronok szelektiv beidegzése

A vastag, nagy varikozitasokkal boritott raphe-rostok tobbszords kontaktust Iétesitve
szelektiven szinaptizalnak a hippocampus kalbindin D28k (CB)-, kalretinin (CR)-,
vazoaktiv intesztinalis polipeptid (VIP)-, valamint kolecisztokinin (CCK)-tartalmd
interneuronjaival, azonban a parvalbumin (PV)-tartalmd interneuronokat és a principélis
sejteket elkertilik (Freund és mtsai 1990, Halasy és mtsai 1992, Acsady és mtsai 1993,
Papp és mtsai 1999, Somogyi és mtsai 2004). Ez a szelektiv innervacids preferencia arra
enged kovetkeztetni, hogy a szinaptikus raphe-hippocampalis kapcsolatnak kitiintetett
szerepe lehet a beidegzett interneuronok szabalyozasaban. Vélhetéen foként a vékony
rostokbol volumen transzmisszioval felszabaduld szerotonin a neuronhalozat tobbi
tagjat is kozvetlenil elérheti (Chazal és Ralston 1987, Bunin és Wightman 1998,
Oleskevich és mtsai 1991, Vizi és Kiss 1998, Barnes és Sharp 1999, Dale és mtsai 2016,
Vertes és mtsai 1999). A principalis sejtek periszomatikus gatlasaban részt vevé PV-
tartalmu kosarsejtek kittintetett szerepet téltenek be a hippocampus alrégidi kozotti,
illetve méas agyteriletekkel folytatott kommunikécidt kiséré oszcillaciok
szabalyozéasaban (Schlingloff és mtsai 2014, Gulyas és Freund 2015, Buzsaki és
Schomburg 2015, Stark és mtsai 2014, Ylinen és mtsai 1995). A periszomatikus gatlast
biztositd masik sejtcsoport, a CCK-tartalml koséarsejtek membréantulajdonsagaikbol,
receptoraikbol és a jelatvitelik hatékonysagabdl fakaddan a principalis sejtek kisuléseit
a hangulathoz, a szervezet kils6 és belsé allapotahoz igazithatjdk, a szerotoninerg
mellett szamos modulatoros rendszer célpontjai (Glickfeld és Scanziani 2006, Freund és
Katona 2007), viszont hal6zatban bet6ltott szerepiik egyelére nem vilagos (del Pino és
mtsai 2017). A CB kalciumkoté fehérje a principalis sejtek distalis dendritszakaszat
innervald interneuronok egyes tipusaiban van jelen, a VIP kosarsejtekben — a CCK-
tartalmlak egy részében —, valamint interneuron-specifikus interneuronokban mutathat6
ki, a CR is jellegzetes az interneuron-specifikus interneuronokra, melyek az innervalt
GABAerg sejtjeiken keresztil jelent6s hatassal lehetnek a halozati aktivitasra (Freund

és Buzsaki 1996, Klausberger és Somogyi 2008, Pi és mtsai 2013). Mindezek megadjak
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a szOvettani alapjat a raphe-efferensek hippocampusra kifejtett hatékony

modulécidjanak (Freund és Katona 2007).

A hippocampusszal szoros funkcionalis egységet képez6 nucleus septalis medialisnak
(Buzsédki 2002, Hangya és mtsai 2009) a hippocampus interneuronjait szelektiven
innervald (Freund és Antal 1988, Gulyas és mtsai 1991) PV-tartalmu GABAerg sejtjeit
is beidegzik a raphe-rostok (Leranth és Vertes 1999, Aznar és mtsai 2004, Acsady és
mtsai 1996). Mind a septalis, mind a hippocampalis GABAerg sejtekre érkez6 raphe-
efferensek esetében kimutattak, hogy jelentés résziikben vagy hianyzik a szerotonin, de
VGIuT3 eléfordul, vagy szerotonin mellett VGIUT3 is jelen van, glutamaterg jelatvitelt
biztositva vagy potencirozva a szerotonin felszabadulasat (Aznar és mtsai 2004, Jackson
és mtsai 2009, Szoényi es mtsai 2016, Somogyi és mtsai 2004, Amilhon és mtsai 2010).
Mivel a dorsalis hippocampusban a legtobb szerotoninerg rostot a CA3 régidban, ennél
kevesebbet a gyrus dentatusban, és legkevesebbet a CA1 régidban talaltdk (Mamounas
és mtsai 1991), valamint a R2-eredetii vastag, nagy varikozitasokkal boritott rostokat
nagyobb mértékben lattdk a CAl-ben, mint a CA3-ban (Bang és mtsai 2012), és
figyelembe véve a R2-b6l szarmazo raphe sejtek VGIUT3- és TpH2-termelése szerinti
kettévalasat (Okaty és mtsai 2015) feltételezhetjik, hogy a CAL raphe-eredetii
innervacidjaban a szerotoninerg komponensnek kevesebb, a VGIuT3-fliggé,
potencidlisan glutamaterg komponensnek pedig tobb szerep jut. A ventralis
hippocampus raphe-eredetii innervaciojarél minimélis adatot publikaltak, amelybél az
esetleges szubregionalis kiilonbségekre alig dertl fény (Muzerelle és mtsai 2016, Voisin
és mtsai 2016). A fentiek alapjan a dorsalis hippocampus CAL régidjaban nagy eséllyel

meg lehet ragadni a raphe-efferensek VGIuT3-fliiggé komponensének funkciojat.

A szerotonin sejtszintii hatasai

A raphe-hippocampalis kapcsolaton belili glutamaterg komponens szerepének
elhelyezéséhez célszerti attekinteni a szerotoninerg hatdsokat is. A szerotoninerg
modul&cid hat csoportba sorolt metabotrop (5-HT1-2 és 5-HT4.7) és egy ionotrop (5-HT3)

receptoron keresztlil szabalyozza a hippocampus hal6zatat, a modulacié tényleges

30



DOI:10.14753/SE.2017.2067

irdnya és mértéke a lokalis szerotonin-koncentracio flggvénye (Barnes és Sharp 1999,
Hensler 2006, Dale és mtsai 2016, Bockaert és mtsai 2006, Prince és mtsai 2016). Az 5-
HTia receptorok nagy mennyiségben fordulnak elé a principalis sejtek
szomatodendritikus felszinén és a PV-tartalmu interneuronokon, Gain-fehérje
kozvetitésével gatoljak az adenil-ciklazt és befelé rektifikdlo kaliumcsatornak
aktivalasaval erételjesen hiperpolarizaljak a sejteket (Chalmers és Watson 1991, Aznar
és mtsai 2003, Kia és mtsai 1996). Az 5-HT1g receptorok jelatvitele is hasonld, am ezek
elsédlegesen az axonterminalisokra lokalizalédnak (Boschert és mtsai 1994), a CAl
principalis sejtjeinek a subiculum (Sari és mtsai 1997) vagy példaul a nucleus
interstitialis striae terminalis felé (Guo és Rainnie 2010) torténé jeltovabbitasat
szabalyozzak, tovabba a lokalis serkent6 és gatlo kapcsolatokat is befolyasoljak (Mlinar
és mtsai 2003). Az 5-HT2a és 5-HT2c receptorok Gag-n keresztiil fokozzak a foszfolipaz
C miukodését, és gatoljak a szivargd kaliuméaramot, depolarizédlva ezzel a sejtet.
Szeleskoriien eléfordulnak a hippocampusban, principalis sejtek szomatodendritikus
felszinén és interneuronokon egyarant (Li és mtsai 2004, Bombardi 2012, Cornea-
Hebert és mtsai 1999). Az 5-HT4 és 5-HT7 receptorok expresszidja a principalis sejtekre
jellemz6, Gas-fehérje kozvetitésével aktivaljak az adenil-cikldzt (Neumaier és mtsai
2001, Pefas-Cazorla és Vilar6 2015, Suwa és mtsai 2014), az utébbiak pedig Gi2-n
keresztlll a nydlvanyok képzédesére, alakjara is hatassal vannak (Kvachnina és mtsai
2005). Az 5-HT4 receptorok termelése az emléknyomok konszolidacioja soran csokken
(Manuel-Apolinar és mtsai 2005), az 5-HT7 receptorok expresszidja pedig az életkor
elérehaladtaval csokken, és szerepilk lehet a szinaptogenezisben (Kobe és mtsai 2012).
Az 5-HTs receptorok jeltavitele hasonlo az el6zéekéhez, a principélis sejtek mellett
egyes interneuronokon is el6fordulnak (Gerard és mtsai 1997, Helboe és mtsai 2015), és
erositik a GABAerg transzmissziot, ezaltal gatoljak a hossz( tavd potenciacio
kialakulasat (West és mtsai 2009, Dawson és mtsai 2001). Az 5-HTs receptorok Gaio
kdzvetitésével gatoljak az adenil-ciklazt, principalis sejtek és egyes interneuronok is
termelhetik, viszont vellik kapcsolatban kevés funkcionalis adat all rendelkezésre
(Oliver és mtsai 2000, Dale és mtsai 2016). Az eddig felsorolt metabotrop receptoroknal

joval gyorsabb hatast fejt ki az ionotrop 5-HT3 receptor, amely ciszteinhurok-tipusd
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nem szelektiv kationcsatorna, natrium- és kalium-ionokat enged at, gyorsan
depolarizalva a sejtet. A nikotinos acetilkolin-receptor a4-alegységével heteropentamert
képezve szerotoninszenzitivitdsa megmarad, de kalcium-permeabilitdsa né (van Hooft
és mtsai 1998). Elsésorban CCK-tartalmu interneuronok termelik, amelyek serkentése
nyoman hatékonyan csokkenti a principalis sejtek aktivitasat (McMahon és Kauer 1997,

Gulyés és mtsai 1999).

A fentiek tikrében a szerotonin hippocampalis hatasa egyrészt a principalis sejtek
erételjes hiperpolarizalasa 5-HT1a-n keresztiil (Beck és mtsai 1992, Okuhara és Beck
1994), mely a gamma-oszcillaciok gatlasat eredményezi (Johnston és mtsai 2014,
Twarkowski és mtsai 2016), masrészt az 5-HT4 és az 5-HT7 kozvetitésével a lassu
utohiperpolarizacio aramait gatolva noveli a kisulések frekvenciajat (Bacon és Beck
2000). Ez a kettés mechanizmus a CA3 piramissejtjeinek esetében a gyenge serkent6
bemenetek semlegesitése és az er6sebb serkenté aramok fokozésa révén noveli a
neurondlis zajsziirest (Beck és mtsai 1992, Villani és Johnston 1993). A gyrus dentatus
szemcsesejtjeinek dendritjein az 5-HTia receptorok a legdistalisabb szakaszra
koncentralddnak, ennek kdvetkeztében erételjesebben gatoljak az oda érkezé lateralis
perforans péalya kivaltotta aramokat, mint a dendritek kdzépsé szakaszara érkezé
medialis perforans palya bemenetét, ezzel modulaljék az entorhinalis kéreghdl beérkez6
informécio tartalmat (Nozaki és mtsai 2016, Tsao és mtsai 2013). Az 5-HT4 éltal
kdzvetitett hatasok regionalisan kilonboznek, a moharostok és a CA3 piramissejtjei
kdzott gatolja a szinaptikus kapcsolatok megerdsodését, és a tarolt informacid
eléhivasanak hattérbe szoritdsaval utat enged az Ujonnan beérkezé informacio
kddolasanak a CAl-ban és gyrus dentatusban (Twarkowski és mtsai 2016). Az 5-HT»-
receptoroknak az interneurok GABAerg jelatvitelének fokozasara vélhetéen
erételjesebb a hatasuk, mint a principélis sejtek direkt depolarizacidjara, és ezért
gatoljak a hossz( tavld potenciacio kialakulasat (Shen és Andrade 1998, Wang és
Arvanov 1998, Zhang és Stackman 2015). A szerotonin a valtozatos metabotrop
receptorain keresztll tehat el6térbe hozhatja az aktualis térbeli helyzet (Zhang és mtsai

2013) hozzakapcsolasat az Gjonnan meger6sddé hippocampalis kapcsolatokhoz.
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Szerotonin hianyaban zavart szenved térbeli navigacio és memdria (Glikmann-Johnston
és mtsai 2015, Nitz és McNaughton 1999). A szerotoninerg modulacié megfelel6
idébeli felbontasat és a metabotrop hatasokbdl is kbvetkez6 zajsziirés erésitéset pedig a
gyors, szinaptikus ionotrop 5-HT3 receptorok altal aktivalt CCK-tartalmi kosarsejtek és
interneuronszelektiv interneuronok biztosithatjak (Gulyas és mtsai 1999), e
kdzvetitéssel a szerotonin hatékonyan beleavatkozhat a halézati aktivitasba, illetve a
hossz( tavi memdrianyomok kialakulasaba (Staubli és Xu 1995, Reznic és Staubli
1997, Maeda és mtsai 1994, Piguet és Galvan 1994). A CCK-tartalmd kosarsetjekre és
az interneuronszelektiv interneuronokra érkezé szinaptikus kapcsolatokban az
esetlegesen jelen 1év6é glutamaterg transzmisszio (kotranszmisszid) jelentésen
fokozhatja azok aktivitasat, terminalisonkénti eltér6 jelenléte (Gagnon és Parent 2014,
Ramet és mtsai 2017) pedig a neuronhal6zat egyes elemeit jobban kiemelheti a tébbinél.
Az a megfigyelés, hogy a hippocampusban a szerotonint és VGIuT3-at is tartalmazé
raphe-terminélisok jelentés részébél hidnyzik a szerotonin preszinaptikus
visszavételéért felelds, a transzmisszio lecsengését biztostosito SERT fehérje (Amilhon
és mtsai 2010), szintén alatdmasztja egy erés szerotoninerg ténuson Ul6 preciz

glutamaterg szignalizacio lehetoségét.

Hatas a haldzati aktivitasra

A MR-nak a hippocampus halézatéara kifejtett f6 hatadsanak az informaciokodolashoz
kapcsolodo, tajékozodasban és eseménymemoridban kituntetett jelntéségli theta-
oszcillacio (Buzsaki 2002, Dragoi és Buzsaki 2006, Diba és mtsai 2014, Cutsuridis és
Poirazi 2015, Buzsadki és Moser 2013) deszinkronizacidjat, gatlasat tartottak
(Vinogradova 2001), a MR elektromos nagyfrekvencias ingerlését altatott allatokban
ugyanis a theta-hullamok amplitudoéjanak erételjes csokkenése kisérte (Assaf és Miller
1978, Vertes 1981, Vertes es Kocsis 1997, Vinogradova és mtsai 1999). Ezzel
6sszhangban a MR-irtott allatokban vagy a mag farmakologiai inaktivaldsadnak hataséara
perzisztens theta-aktivitas (Kinney és mtsai 1994, Kitchigina és mtsai 1999, Li és mtsai
2005, Maru és mtsai 1979, Vertes és mtsai 1994, Marrosu és mtsai 1996) és

lokomotoros hiperaktivitas alakult ki (Wirtshafter és Asin 1982, Paris és Lorens 1987,
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Wirtshafter és mtsai 1993). Amig az altatott allatokban végzett kisérletek eredményei
egyértelmiien a MR theta-deszinkronizalé hatasat mutattak, az éber allatokkal végzett
elektromos stimulaldsok adatai ellentmondasosak. Egyes Kkisérletekben ugyanis a
stimulalas hatasara theta-oszcillacié alakult ki, tarsuld exploracios viselkedéssel
(Robinson és Vanderwolf 1978), masok pedig mozdulatlansagot és alacsony
frekvencias, Ugynevezett Il-es tipusu, kolinerg jelatviteltél fliggé (Kramis és mtsai
1975) theta-aktivitast figyeltek meg (Graeff és mtsai 1980). Az ellentmondasok oka az
lehetett, hogy a kilénbdz6 kisérletekben nem pontosan ugyanazt a raphe-régiét
stimulaltak, illetve az l-es (helyzetvaltozast kisér6, kolinerg jelatviteltdl fliggetlen,
tovabba uretdn-altatdsban nem kivalthatd) és ll-es tipust (szenzoros aktivaciohoz
kapcsolddd, kolinerg jelatviteltél fliggo, alacsonyabb frekvencias) theta-aktivitast
(Kramis és mtsai 1975, Buzsaki 2002) nem kilonitették el. Uretan-altatasban a Il-es
tipusu thetahoz hasonlo, az éber &llapothoz képest alacsonyabb frekvenciaju, kolinerg
jelatviteltsl fuggo theta alakul ki, ez és a Il-es tipus kozti kilonbséget nem definialtak

egyertelmien (Clement és mtsai 2008, Buzsaki 2002).

Az l-es és ll-es tipusu theta-aktivitasra eltéré hatdsa van a raphe-stimulalasnak. A DR,
valamint a MR kozéps6-dorsalis régiojanak ingerlésének hatasa a szerotoninerg sejtek
épségétsl fugg, és az l-es tipust theta-oszcillacidt erdsiti, az uretan-altatas alatt
a nem-szerotoninerg sejt (Wiklund és mtsai 1981), ez utdbbi tipusu theta-hullamokat
segiti, ez az effektus nem fiigg a szerotoninerg sejtek épségetdl (Peck és Vanderwolf
1991, Crooks és mtsai 2012, Bland és mtsai 2016). A szOvettani vizsgalatok felfedték a
raphe-magokban a vetit6 VGIuT3-tartalmu populaciot (Jackson és mtsai 2009, Szényi
és mtsai 2016), illetve funkcionalis adat is utal a MR-bol ered6 glutaméterg projekciéra
(Kiss és mtsai 2002). Ezek alapjan kialakult egy modell, amely szerint a raphe-magok
szerotoninerg projekcidja a navigacidhoz kapcsolodo, I-es tipusu theta-aktivitast
erositené, a Kkolinerg transzmissziotol fliggé theta-hullamokat pedig gatolna. A
navigaciot tdmogaté szerotoninerg modulacio otlete mellett szl annak sejtszinti

hippocampalis hatasa is, hiszen a medialis entorhinalis kéregh6l érkezo, térbeli
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pozicioval Osszefiiggé informacio fogadasat segiti. A szerotoninerg rostok stratum
lacunosum-molecularéra jellemz6 lefutdsa is ezt szolgéalja. A raphe-magok nem-
szerotoninerg, feltételezetten glutaméaterg efferensei pedig a Il-es tipusd, uretan-
altatdsban is kimutathato, kolinerg jelatviteltél fuggé és a szenzoros aktivaciohoz
kotheto theta-hullamokat segitenék (Li és mtsai 2005, Bland és mtsai 2016). Ezt a képet
arnyalja, hogy az elektromos stimul&las nem szoritkozik csak a szerotoninerg vagy csak
a glutamaterg (esetleg mas) sejtpopulaciora, tovabba, a szerotoninerg sejtek
farmakoldgiai manipuléacidja — akar irtasa — kihat a bennik termelédé VGIUT3-fliggo

glutaméaterg komponensre is.

A kolinerg modulaciéo a figyelemfelkelté, fajdalmas vagy kilénleges jelentéségi
szenzoros ingerek hippocampalis feldolgozasaban alapveté szerepet jatszik (Lovett-
Barron és mtsai 2014), és bar alig all rendelkezésre adat a I1-es tipusu theta-oszcillaciok
alatti hippocampalis haldzati tevékenység részleteirél (Buzsaki 2002), ez a
hullamtevékenyseg potencialisan kisérheti a jelentés szenzoros ingerilet hippocampalis
haldzatba érkezését. A raphe-efferensek glutamaterg komponensének pedig lehet
szerepe ennek a hullamtevékenységnek a fenntartasaban, illetve a szerotoninerg gatlo
hatasok ellenstlyozasaban (Li és mtsai 2005). A szenzoros aktivitashoz kapcsolodo
haldzati theta-tevékenység potencidlis modulaciojan kivil azonban a raphe-efferensek
VGIuT3-tartalmd terminalisai a szenzoros kodolast a haldzat ideiglenes, de idében
nagyon pontos finomhangolasaval is szabalyozhatjak. Ez lehetdséget teremtene a
poziciofuggé és a kilonds jelentéséggel bird szenzoros informéaciok kodolasanak
hippocampalis 6sszekapcsolasara. Ehhez viszont az szikséges, hogy a raphe-eredetii
VGIuT3-expresszalé palyak valéban nagyon gyors, idében fdokuszalt jelatvitelre
legyenek képesek. A MR theta-aktivitasra gyakorolt szabalyozasanak vizsgalata soran
véleményem szerint el6szOr ezt a lehetéséget érdemes tisztazni. Ehhez némi tampontot
nyujt, hogy a MR alacsony frekvencias (0,5 Hz), illetve theta-frekvencias elektromos
stimuléalasa atallitja a hippocampalis theta-hullamok fazisat (Jackson és mtsai 2008),
tehat ez is arra utal, hogy a MR képes beleavatkozni a hippocampus hal6zatanak

folyamataiba egy theta-ciklusnyi (mintegy 200 ms) id6nél precizebben is. A glutamaterg
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komponens alkalmas arra, hogy egy ilyen preciz szabalyozasban részt vegyen, tehat e
funkcionalis aspektus alapjan is azt feltételezhetjiik, hogy a raphe-hippocampalis
kapcsolatban a VGIUT3 kitlintetett szerepet jatszik. A kdvetkez6 alfejezetben Kitérek
azokra a bizonyitékokra, amelyek a VGIUT3 részvételét igazoljak glutamaterg

jelatvitelben — a raphe-sejtektdl eltéré neuronokban.
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1.5. A glutaméterg kotranszmisszio

A glutamaterg transzmisszio alapvets feltételei

A glutamat univerzalis aminosav, részt vesz az intermedier anyagcserében, fehérjék
alapveté épitéegysége, a GABA szintézisének kulcsvegyulete, emellett a kdzponti
idegrendszer egyik f6 neurotranszmittere (Fonnum 1984). Minden sejt — ennélfogva
minden neuron is — tartalmaz glutamatot, a jelenléte 6nmagaban ezért nem elégséges a
glutaméaterg neurotranszmisszié bizonyitadsara. A glutamaterg jeltovabbitas tovabbi,
preszinaptikus feltétele, hogy a jelatvitelben szerepet jatszd6 glutamat legyen
kompartmentalizalva, elszepardlva a citoplazmaban |évé anyagcsere-reakcidkban,
fehérjeszintézisben részt vevé glutamatmolekuldktdl. Jelenlegi ismereteink szerint a
glutamat kompartmentalizaciojat szinaptikus vezikulumok oldjak meg, melyekben a
vezikularis glutaméttranszporterek (VGIuT) aktiv transzportja utjan dusul fel elégseges
koncentracioban a transzmitter. A VGIUT expresszidja dnmagaban elégséges, hogy az
idegsejt glutamatot Urithessen (Daniels és mtsai 2006, Takamori és mtsai 2000). A
glutamaterg transzmisszié posztszinaptikus feltétele pedig az, hogy a felszabadul6
glutamat receptordhoz kotédve hatést fejtsen ki a posztszinaptikus oldalon, és ezt akér
exogén glutamattal is utadnozni lehessen (Kandel és mtsai 2000, Takamori 2006,

Fremeau és mtsai 2004, Kandler és mtsai 1998).

A vezikularis glutaméttranszporterek komplementer eldfordulasa

A GABA, a monoaminok és az acetilkolin vezikularis szallitofehérjéinek felfedezesehez
képest a glutaméat transzporterét késébb azonositottdk. Majd kiderilt, hogy a mar
korabban felfedezett (Ni és mtsai 1994) agyspecifikus natrium-fliiggé
anorganikusfoszfat-transzporter (BNPI) katalizdlja a glutamat bejutasat az agykéreg
principalis sejtjeinek vezikulumaiba (Takamori és mtsai 2000, Bellocchio és mitsai
2000). A glutaméterg neuronok jelentés részében viszont nem talaltak BNPI-t, ezekben
egy masik, hozza hasonlo szerkezetii és funkcioju fehérjét fedeztek fel (Aihara és mtsai
2000, Herzog és mtsai 2001, Takamori és mtsai 2001). Mivel az egyedfejlédes korai

szakaszaiban az expressziojanak magasabb mértékét figyelték meg, azt elészor
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differencialodas-kapcsolt BNPI-nek, rdviden DNPI-nek nevezték el. A BNPI helyett
azonban a VGIUT1, a DNPI helyett pedig a VGIuT2 elnevezés honosodott meg, miutan
tisztaztdk neurdlis szereplket (Bellocchio és mtsai 2000, Takamori és mtsai 2000,

Fremeau és mtsai 2001).

A VGIuT1 és a VGIuT2 corticalis—subcorticalis komplementer expressziét mutat (lasd
1.5.1. dbra). A VGIuT1 jellemzéen a corticalis eredetii principalis sejtekben termelddik,
igy a neocortexben, az entorhinalis kéregben, a hippocampusban, a basolateralis és
lateralis amygdala sejtjeiben, ezeken kivil példaul a kisagy szemcsesejtjei is
expresszaljak. A VGIuT2 ezzel szemben jellegzetes subcorticalis fehérje, tobbek kozott
a thalamus, a hypothalamus, a substantia nigra, a nucleus septalis medialis, a nucleus
subthalamicus vagy a mély kisagymagvak glutamaterg sejtjeiben, tovabba az amygdala
medialis és centralis magjaban, valamint az agytdrzs szamos idegsejtjében termelddik
(Ni és mtsai 1995, Bellocchio és mtsai 1998, Hisano és mtsai 2000, Fremeau és mtsai
2001, Herzog és mtsai 2001, Fujiyama és mtsai 2001, Kaneko es Fujiyama 2002). A
VGIuT1 és a VGIUT2 a gerincvel6 szintjén is jellegzetes expreszids mintazatot mutat. A
gerincvel6be tartd vagy felszall6 szenzoros palydk terminalisaiban dontéen VGIuT1
talalhato, a VGIuT2 pedig inkadbb a spindlis serkenté interneuronokra jellemzé (Todd és
mtsai 2003, Wu és mtsai 2004, Oliveira és mtsai 2003, Polgar és mtsai 2008, Li és mtsai
2003).

A VGIuT1 és a VGIUT2 egyiittesen is expresszalddhat tobbek kdzott a gerincvels, a
ganglion nervi trigemini, a kisagy, a gyrus dentatus, a nucleus septalis medialis, a
tractus olfactorius, illetve a neocortex bizonyos sejtjeiben korai egyedfejlédési
stadiumok alatt, sét, tartdsan is. Jellegzetes a glutamaterg sejtekre a két izoforma kozotti
valtés: szliletés utan a VGIUT1 transzkripcidja ndvekszik, a VGIUT2 transzkripcidja
csokken. Valésziniileg a legtobb sejt esetében ennek az atmenetnek a lenyomata az
ideiglenes koexpresszio (Herzog és mtsai 2001, Sakata-Haga és mtsai 2001, Miyazaki
és mtsai 2003, Boulland és mtsai 2004, Fremeau eés mtsai 2004, Danik és mtsai 2005,

Landry és mtsai 2004).
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3 Vglut1 mRNA
[ Vglur2 mRNA
I3 Vglut3 mRNA

B [ VGLUT3-VMAT2 protein [l VGLUT3-VAChT protein
Il VGLUT3-VIAAT protein [] VGLUT2-VMAT2 protein

15.1. &bra. A vezikularis glutaméttranszporterek eldforduldsa az egér agyéban. A)
parasagittalis séméas metszeten a vezikularis glutaméattranszporter (VGIuT) harom izoformaja
messenger RNS-ének jelenléte. B) egy rostralisabb (bal oldalon) és egy caudalisabb (jobb
oldalon) coronalis sémés metszeten a VGIUT3, illetve a VGIuT2 és més vezikularis
transzporterek fehérjéeinek koexpresszidja. VMAT2: vezikularis monoamintranszporter 2-es
izoforméja, VAChT: vezikularis acetilkolin-transzporter, VIAAT: vezikularis gatléaminosav-
transzporter, ez megegyezik a VGAT-tal. (El Mestikawy és mtsai 2011 alapjan).

A VGIuT3-at a méar ismert vezikularis glutamattranszporterekhez hasonlé molekularis
szerkezetti fehérjék utan kutatva fedezték fel. Specifikus glutamattranszporter, csaklgy
mint a VGIUT1 és VGIuT2. A mikddéséhez sziikséges energiat — hasonléan a VGIuT2-
h6z — a vezikularis membranpotencial-kilonbségb6l és protonkoncentracio-
kildnbséghol egyarant meriti. A VGIUT3 maér alacsony glutamatkoncentraciéo mellett
képes hatékony mukodésre, am idéegység alatt viszonylag kevés transzmittert szallit a
vezikulumba. Akéar csokkent expresszio esetén is képes biztositani a normalis
vezikularis glutamattarolast és a kovetkezményes glutamatiritést (Ramet és mtsai
2017). Hasonldéan a VGIuT2-h6z, a VGIUT3 preszinaptikus jelenléte esetén is nagyobb a
glutamatfelszabadulas valosziniisége, és a jelatvitel gyorsan depresszalddhat (Weston és

mtsai 2011). A VGIUT3 egy expressziot csokkentd6 mutacidjat vizsgalva arra a
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kovetkeztetésre jutottak, hogy a kuldnb6zé vezikulumokban és
sejtkompartmentumokban eltéré6 mechanizmusok iranyithatjak a fehérje eloszlasat, mert
a csokkent sejtszintii expresszid esetében heterogén maédon ritkult a VGIUT3 az egyes
vezikulumokbol (Ramet és mtsai 2017). A VGIuT3-ra jellemz6 - eltéréen a
terminalisokra lokalizalodo VGIuT1-t6l és VGIuT2-t6l — a szomatodendritikus jelenlét,
ezért részt vehet az ezidaig csak kevéssé tanulményozott szomatodendritikus

transzmitterfelszabadulasban (Zilberter 2000, Harkany és mtsai 2004).

A VGIuT3 felfedezésekor markans tulajdonsadganak tartottdk, hogy korabban nem-
glutamatergként megismert neuronokban fordul elé (lasd 1.5.1. &bra). Azota kiderdlt,
hogy olyan idegsejtekben is termelédik, amelyeknek — jelenlegi tudasunk szerint — a
glutamat az egyetlen neurotranszmittere. A VGIuT1 és a VGIuT2 széleskori jelenlétével
ellentétben azonban a VGIuT3-at csupdn elszortan mutattak ki kizardlagosan
glutamatergnek tartott sejjtipusokban (Herzog és mtsai 2004a, Fremeau és mtsai 2002,
Gras és mtsai 2002, Schéfer és mtsai 2002, Takamori és mtsai 2002, Boulland és mtsai
2004, Fremeau és mtsai 2004, Ligucz-Lecznar és Skangiel-Kramska 2007). Példaul a
cochlea belsé szorsejtjeiben VGIUT3 biztositja a glutamaterg jelatvitelhez sziikséges
transzmitterkompartmentalizaciot (Ruel és mtsai 2008, Akil és mtsai 2012). A bulbus
olfactorius kulsé pamacsos sejtjei kozott VGIuT3-termelé neuronok is vannak a
VGIuT1- és VGIuT2-tartalmu populécié mellett, bar ezek egy része VGIuT3-mal egyutt
VGIuT1-t vagy VGIuT2-t is koexpresszal (Tatti és mtsai 2014). A substantia nigra
dopaminerg sejtjeit periszomatikusan innervald, colliculus superiorbol ered6 palya
terminalisaiban szintén VGIUT3 biztositja a glutamaterg transzmissziot (Martin-Ibafiez
és mtsai 2006). A korabbi fejezetekben mar foglalkoztam a MR-val és a DR-val, ahol a
szerotoninerg és szerotonin—-VGIluT3-koexpresszalo, valamint a GABAerg és
dopaminerg neuronok mellett jelent6s populaciot képviselnek a VGIuT3-termel6 sejtek,
melyekben egyelére mas transzmitter vezikularis transzporterét nem detektaltak. A MR
projekcidinak dontérészt nem-szerotoninerg efferenseinek tobbségében a VGIUT3 jelen
van (Jackson és mtsai 2009, Hioki és mtsai 2010, S6s és mtsai 2017, Szényi és mtsai

2016).
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Kotranszmisszi6

A vezikularis glutaméattranszporterek mindharom izoformaja a hagyomanyosan
glutaméatergnek leirt idegsejtek mellett egyéb jelatvivomolekuldjukrol ismert
neuronokban is termelédhet, ami felveti a két jelatvivéanyag egyuittes hasznalatanak,
kotranszmisszidjanak lehetéségét. Két (vagy tobb) vezikularis transzporter expresszidja
kdvetkeztében egy neuron a kotranszmisszid alabbi lehetéségeit veheti igénybe (Vaaga

és mtsai 2014, Tritsch és mtsai 2016, Munster-Wandowski és mtsai 2016):

a) egylttes Urités (co-release) kdzOs vezikulumbdl: a szinaptikus vezikulum mindkét
transzportert tartalmazza, ennek kdvetkeztében a két transzmitter egy vezikulumban
tarolodik. Transzmisszid soran a két transzmitter egyszerre Urul Ki. Specialis esete,
ha egyetlen, tobb szubsztratumot (példaul GABAL és glicint) is elfogadd vezikularis
transzporter kozvetitésével valdsul meg a transzmitterek tarolasa a vezikulumokban.
Az egyik transzporter vezikularis szinergia révén segitheti a masik fehérje

szallitomitkddesét (1.5.2. dbra A és B panelek)

b) kotranszmisszié kilon vezikulumokbdl: mindegyik vezikulum membranjaban csak
egyféle vezikularis transzporter jelenik meg, vezikulumonként egyféle transzmitter
raktarozodik. A kilonbdzé jelatvivéanyag-tartalmi vezikulumok iranyitédhatnak
ugyanabba vagy kulénb6z6 terminalisokba. Amennyiben egy terminalisban tébbféle
vezikulum foglal helyet, ezek exocitdzisa kissé eltéréen szabalyozodhat aszinkron
transzmissziot eredményezve. Ha kuloénbdz6 terminalisokba szegregélodnak a
kilinb6z6 transzmittert raktarozo vezikulumok, a két idegvégzodés egymastdl akéar

fliggetlen jelatvivoként is mikodhet (1.5.2. dbra C, D és E panelek).

Akar a kozos, akar a kilon vezikulumokbol torténé transzmisszid specialis esete lehet,
ha a posztszinaptikus célpont is kilénbozik (1.5.2. abra E panel). A dolgozatomban
targyalt kotranszmisszio fogalmaba nem vettem bele a klasszikus neurotranszmitterek

és valamilyen peptid szignalizaciés molekula egy neuronbdl térténé felszabadulasat. Ez
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1.5.2. dbra. A kotranszmisszio lehetgségei. A) Egy vezikularis transzporter kétféle
transzmittert is képes szallitani. B) Egy vezikulumban kolokalizalddik kétféle
vezikularis transzporter, ez esetben lehetséges kdzottiik az egylttmizkodés vezikularis
szinergia révén. C) A termindlisban két vezikulumpopulacid van jelen, mindegyik mas
vezikularis transzmittert tartalmaz. D) Egy adott tipusd vezikularis transzmitter van
csak jelen egy terminalisban, de az adott sejt kiilonb6zé terminalisaiba kildnb6zd
vezikulumok iranyitodnak. E) A felszabadulé transzmitterek — akar kdzos vezikulumbdl
torténs kilrulést kdvetden — killdnbdzd posztszinaptikus sejteken hathatnak. (Tritsch és
mtsai 2016 alapjan).

esetben jelentésen kulonbozik az Urllés hattérében allé molekularis mechanizmus
(Ludwig és Leng 2006, Sieburth és mtsai 2007, van den Pol 2012). Vezikularis
glutaméttraszporterekhez kotédoen a fenti kotranszmisszios lehetéségek mindegyikére
fedeztek fel példat, habar a transzmitterek egylttmikodésének részletei még sok
esetben tisztdzasra varnak. Az aldbbiakban a harom VGIuT-izoforma

kotranszmisszioban bet6ltott szerepét tekintem at.
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Glutamaterg kotranszmisszid

Mindharom VGIuT izoforma részt vesz a glutamaterg kotranszmissziéban (EI
Mestikawy 2011). A VGIuT1 példaul a retina GABAerg-glutamaterg bipolaris sejtjeinek
(Kao és mtsai 2004), valamint a habenula medialis (MHb) kolinerg neuronjainak (Ren
és mtsai 2011, Frahm és mtsai 2015) glutamaterg jeltovabbitaséaért felelés. A VGIuT2
vesz részt a ventralis tegmentalis area (Root és mtsai 2014), illetve a nucleus
entopeduncularis egyes GABAerg sejtjeinek glutamaterg kotranszmisszidgjaban (Shabel
és mtsai 2014). Tovabba, VGIuT2 és VGAT koexpresszioja kovetkeztében a nucleus
supramamillarisnak a gyrus dentatus szemcsesejtjeit innervalé terminalisaibdl glutamat
és GABA is felszabadulhat (Boulland és mtsai 2009, Soussi és mtsai 2010). A
hypothalamus szdmos neuroendokrin sejtcsoportja, példaul a nucleus periventricularis
anteroventralis GABAerg sejtjei koexpresszalnak VGIuT2-t (Sakata-Haga és mtsai
2001, Hisano és Nogami 2002, Lin és mtsai 2003, Ottem és mtsai 2004). A nucleus
pedunculopontinus kolinerg neuronjainak egy kisebb hanyadaban szintén detektaltak
VGIuT2-t (Barroso-Chinea és mtsai 2011). Tovabba, a bazalis eléagy szamos GABAerg
vagy kolinerg sejtjeiben szintén megjelenhet VGIuT2, korai egyedfejlédési
periédusokban, de akar érett sejtekben is (Sotty és mtsai 2003, Danik és mtsai 2005,
Gritti és mtsai 2006). A gerincvel kolinerg motoneuronjai szintén expresszalhatnak
VGIuT1-t és VGIuT2-t is (Herzog és mtsai 2004b, Nishimaru és mtsai 2005, Kraus és
mtsai 2004). A VTA egyes dopaminerg neuronjai is képesek glutaméterg
kotranszmissziora VGIuT2 részvételével (Zhang és mtsai 2015, Barker és mtsai 2016).

Egyes adrenerg neuronok is termelnek VGIuT2-t (Stornetta és mtsai 2002).

VGIuT3 a kotranszmisszidban

A VGIUT3 szamos, eredetileg nem-glutaméatergként megismert neuronban
expresszalddik. Hasonléan a masik két izoformahoz, GABAerg és kolinerg sejtekben is
jelen van. Szemben a VGIuT2-vel, katekolaminerg setjekben még nem mutattak ki,
viszont szerotoninerg neuronokban egyeduliként a VGIUT3 fordul elé a vezikularis

glutamattranszporterek kozil. A felfedezését kovetéen kételkedtek abban, hogy a
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VGIuUT3 jelenléte ténylegesen glutamatiritéssel tarsul, azonban a késébbi kutatasok erre

szamos funkciondlis bizonyitékot szolgaltattak (EI Mestikawy és mtsai 2011).

A VGIUT3 jellegzetes expresszios valtozast mutat az egyedfejlédés sordn. Amig a
VGIUT1 és a VGIuT2 termelése 0Osszességeben folyamatosan fokozodik — annak
ellenére, hogy egyes neuronokban a VGIuT2 jelenléte csokken — a VGIUT3
termelédésének két csicsat figyelték meg. Egereknél a szlletés utani 10. nap koril
jelentkezik az els6 expresszios maximum, ilyenkor az eléagyi régiok — példaul a
striatum vagy a hippocampus — mellett a caudalisabb agyterlleteken — tébbek koz6tt a
kisagyban, a colliculus inferiorban vagy a hid tobb setjcsoportjaban — is nagyobb
mennyiségben detektalhaté a VGIuT3. Ezeknek a caudalisabb régioknak a VGIUT3-
termelése hamar lecsdkken, viszont a 15. posztnatalis naptdl kezdve az eléagyban Ujabb
emelked6 expresszid kezdodik, amely a felnéttkorig tart. A kisagy Purkyné-sejtjeiben
termelodik ideiglenesen a VGIuT3. Ezekben a neuronokban a GABAerg
neurotranszmisszié elemei szintén megtalalhatdak ekkor mar, a VGIUT3 pedig
szomatodendritikusan és az axonterminalisok zémében van jelen (Gras és mtsai 2005).
Felnottkorban a Purkyné-sejtek terminélisaiban nem mutathaté ki VGIuT3, ugyanakkor
a mély magok sejtjeiben tovabbra is expresszalédhat (Boulland és mtsai 2004). A
GABAerg—glutamaterg kotranszmisszionak a Purkyné-sejtek kapcsolatainak
fejlodésében és érésében lehet szerepe, a felszabadul6 glutamét valésziniileg retrograd
atvonalon hat, és a preszinaptikus sejtekrél érkez6 GABAerg jelatvitelt fokozza
(Duguid és Smart 2004). A VGIuT3 fontos szerepl6 a hallopalya kapcsolatrendszerének
kialakuldsaban is. A nucleus medialis corporis trapezoidei fejlédé, GABAerg—glicinerg
nyldlvanyaiban a VGIuT3 szintén atmenetileg termelédik, és glutamaterg
kotranszmissziot tesz lehet6vé. A felszabaduld glutaméat a posztszinaptikus receptorai
révén az oliva superior komplexum nucleus lateralisaban szabalyozza a szinapszisok
érését (Gillespie és mtsai 2005, Case és Gillespie 2011, Noh és mtsai 2010, Case és
mtsai 2014). Az oliva superior komplexum fejlédése soran egyébként a VGIUT3 mellett

a masik két VGIUT expressziovaltasanak is jut szerep (Blaesse és mtsai 2005).
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A bulbus olfactorius GABAerg sejtjeinek egy része fiatal és felnétt allatokban egyarant
expresszal VGIuT3-at, dendritikus glutamaterg transzmissziot biztositva (Didier és
mtsai 2001, Gabellec és mtsai 2007, Tatti és mtsai 2014). Tovabba, VGIuT3-fliggé
dendritikus glutaméaterg jelatvitelt figyeltek meg a neocortex Il/Ill. rétegének
piramissejtjeiben, ahol a dendritekbdl retrograd iranyban felszabaduld transzmitter a
nem akkomodaldédd, gyorsan tuzel6 interneuronok GABAerg szignaljat csokkentheti

metabotrop glutamatreceptoraik kdzvetitésével (Zilberter 2000, Harkany és mtsai 2004).

Sokkal szembetiinébb a kolecisztokinintartalmu GABAerg kosarsejtek egy csoportjanak
VGIuT3-expresszioja a neocortex Il/111. rétegében, illetve a hippocampusban, sét, az
amygdalaban is. Egyes feltételezések szerint ezekben az interneuronokban is az
esetleges retrograd glutamaterg jelatvitelben jatszik szerepet a VGIUT3, viszont ennek
meggy6z6 funkcionalis bizonyitékat még nem mutattdk be (Omiya és mtsai 2015,
Herzog és mtsai 2004a, Fremeau és mtsai 2002, Docherty és mtsai 1987, Hioki és mtsai
2004, Somogyi és mtsai 2004). A VGIuUT3 jelen van a kosarsejtek axonterminalisaiban
is, méghozza kolokalizal VGAT-tartalmu vezikulumokkal (Stensrud és mtsai 2013). A
posztszinaptikus oldalon pedig glutamat-receptor koncentralédik, ami mikddo
GABAerg-glutamaterg kotranszmisszidra utal (Stensrud és mtsai 2015). A glutamaterg
komponens szabalyozhatja a preszinaptikus GABA-felszabadulast. Egyfeldl
potencirozhatja azt, mert a posztszinaptikus glutamatreceptorok aktivacioja retrograd
nitrogén-monoxid-szignalt indithat el. A nitrogén-monoxid hatasara fokozodo ciklikus
guanozin-monofoszfat képzédése erdsiti a GABAerg transzmissziot (Szabadits €s mtsai
2011, Merino és mtsai 2014, Neitz és mtsai 2014). Masfel6l egyes preszinaptikus
metabotrop glutamatreceptorok kozvetitésével gatolhatja is a GABA (riilését (Somogyi

és mtsai 2003, Summa és mtsai 2013).

A nucleus interstitialis striae terminalis tulnyomdérészt GABAerg projekcidval innervélja
a VTA-t, ebben a palyaban az idegrostok egy kisebb hanyada VGIuT3-at koexpresszal.
Egyetlen neuron nyulvanyait kovetve, mindegyik terminalisban kimutattdk a VGAT-ot,

viszont a VGIUT3 ezek kozil csupadn némelyik végzédésben volt jelen. Egyes
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célsejtekre tehat glutamaterg hatds nem érkezik (Kudo és mtsai 2012). A retinaban a
glicinerg amakrinsejtek egyik csoportja VGIUT3 segitségével glutamaterg jelatvitelre is
képes. Jellemz6 rdjuk, hogy a glicinerg és a glutamaterg transzmisszio elkulonl, eltéré
ganglionsejt-populaciot céloz (Haverkamp és Wassle 2004, Johnson és mtsai 2004,

Marshak és mtsai 2015, Tien és mtsai 2016).

A nucleus accumbens kolinerg neuronjaiban nagy jelentésége van a VGIUT3-
expresszidnak, mert fokozza az acetil-kolin vezikularis tarolasat. VGIuT3 hianyaban a
striatum kolinerg palyai hianyosan miikddtek, és a striatalis dopaminerg hatas tulsulyba
kertlt, anélkil hogy a sejtek morfologiai vagy szambeli eltérését detektaltak volna. A
VAChT transzportjat vezikularis szinergidval segiti a vele egy vezikulumra
kolokalizalédé VGIuT3 glutamatszallitisa. Onmagaban a VAChT ugyanis gyorsan
kimeriti a protonkoncentréacié-kilonbséget, amit a savas glutamat kompenzélhat (Gras
és mtsai 2008). Felvetettéek, hogy VGIuT3-on keresztil jelentés klorid- vagy
foszfataram iranyulhat a vezikulum lumene felé — akar a glutamat helyett —, és ez
hatékonyan pufferelné a masik transzporter generalta protonveszteséget (Juge és mtsai
2006, Schenck és mtsai 2009, EI Mestikawy és mtsai 2011). Késébb bebizonyitottak,
hogy ezekben a terminalisokban a VGIuT3 a glutamatiriléshez is hozzajarul az acetil-
kolin vezikularis koncentracidjanak novelése mellett. Az igy ril6 glutamat rdadasul
kulcsszerepet tolt be a ceélsejtek dopaminérzékenységének kontrolljaban, ami
befolyasolja az addiktiv magatartasformak kialakulasat (Higley és mtsai 2011, Guzman
és mtsai 2011, Nelson és mtsai 2014, Sakae és mtsai 2015). A bazalis eléagy kolinerg
sejtjeinek az amygdala nucleus basolateralisat innervald nyudlvanyaira korlatozodva

detektaltak VGIluT3-koexpresszidt (Nickerson Poulin és mtsai 2006).

A szerotoninerg sejtek talnyom¢é tobbségében jelen van a VGIuT3 mRNS-e, azonban
nem mindegyikik expresszélja a fehérjét (Fremeau és mtsai 2002, Gras és mtsai 2002,
Schéfer és mtsai 2002, Takamori és mtsai 2002, S6s és mtsai 2017). Korabban mar
targyaltam, hogy a raphe-sejtek szdmos fehérje termelése tekintetében kilonbdznek

egymastdl a VGIuT3-tartalom szerint (Okaty és mtsai 2015). A raphe-magokbol
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kiindulé efferensek jelentés hanyadaban megtalahatd a VGIUT3, és ezek egy része
szerotonint nem is tartalmaz, masik része pedig szerotonint és VGIuT3-t koexpresszal
(Hioki és mtsai 2010, Jackson és mtsai 2009, Szényi és mtsai 2016). A koexpresszalo
sejtek projekcidiban pedig egyes terminalisokbdl hianyozhat a VGIuT3 (Gagnon és
Parent 2014), masokban pedig akar a valtozé mennyiségi jelenléte ellenére hatékonyan
fokozza vezikularis szinergidval a szerotonin vezikularis disulasat (Ramet és mtsai
2017, Amilhon és mtsai 2010). A caudalis raphe magokbdl a gerincvelébe leszalld
szerotoninerg nyulvanyokban is detektaltak VGIuT3-at. Ezek termindlisainak egy
részebdl hidnyzik a szerotonin, més terminalisokban pedig a VGIuT3 kolokalizal
nemcsak a szerotoninerg, hanem a GABAerg transzmisszié elemeivel is — gatlo,
szimmetrikus kapcsolatokat Iétesitve (Nakamura és mtsai 2004, Oliveira és mtsai 2003,
Stornetta és mtsai 2005). Annak ellenére, hogy mar szamos sejttipus esetében igazoltak
a koexpresszalt VGIUT funkciojat, a szerotoninerg rendszeren belli VGIUT3 szerepérol
alig tudunk valamit. A raphe-hippocampalis kapcsolatban a VGIuT3-nak Kkitlintetett
jelentésége lehet — mint ahogyan azt az el6z6 alfejezetben feltételeztem —, és doktori

munkam soran erre kerestiink funkcionalis bizonyitékot.
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2. Célkitiizések

Doktori munkéam soran a raphe-hippocampalis kapcsolat glutaméaterg komponensének a

szerepét kutattuk in vivo kisérletekben.

Az egyes raphe-sejtek VGIluT3-tartalma képessé teheti azokat glutamat
kotranszmissziojara. Feltételezhetjik, hogy a kotranszmisszidra képes sejtek méaskeppen
mikodnek, mas a tizelési aktivitdsuk, mint a glutamaterg kotranszmissziot nem
hasznal¢ tarsaiknak. Ezért szerettiik volna tisztazni, hogy a VGIuT3-expresszalo raphe-
sejtek milyen alapveté funkciondlis, elektrofizioldgiai tulajdonsagukban kilonbozneka
VGIuT3-at nem tartalmaz6 raphe-sejtektol. Fontos kdvetkeztetéseket vonhatunk le
abbol is, ha tisztazzuk, hogyan viszonyul az egyes raphe-sejtek aktivitasa a
hippocampus allapotédhoz, illetve a hullamtevékenység fazisdhoz, tovabbd, szenzoros
ingerlés befolyasolja-e miikddesuket. Ennek érdekében altatott &llatokban MR-sejtek
(illetve kiterjesztve a nucleus raphe paramedianusra is: median raphe régid, azaz MRR-
sejtek — a tovabbiakban ezt a kifejezést alkalmazom) alapaktivitasat, és szenzoros
ingerlésre adott valaszat regisztraltuk, majd e sejteket — a VGIuT3- és szerotonin-
tartalmuk késobbi immunhisztokémiai kimutatasa érdekében - jel6l6anyaggal

feltoltottik. E kisérletsorozattal az alabbi kérdésekre kerestik a valaszt:

1. A MRR VGIuT3-expresszald sejtjeinek tlzelési frekvencidja vagy variabilitasa
kilonbozik-e a szerotonintartalmd sejtekétol?

2. A MRR VGIuT3-expresszalé sejtjeinek, illetve szerotoninerg sejtjeinek tlizelése
fligg-e a hippocampus allapotatdl, illetve a szenzoros ingerlést6l?

3. A MRR VGIuT3-expresszalé és szerotonintartalmd sejtjeinek kisllései

kapcsolddnak-e a hippocampus hullamtevékenységének fazisahoz?
Masodik kisérletsorozatunkban a MRR efferenseinek a hippocampus interneuronjaira

gyakorolt sejtszintii hatasait vizsgaltuk. Az interneuronok szelektiv szinaptikus

innervaciot kapnak a raphe-rostoktdl, ezért a potencialis, glutamaterg hatéast célszeri
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ezeken a sejteken keresni. Arra voltunk kivancsiak, hogy a raphe-rostok glutamaterg
transzmisszioja mivel egésziti ki a szerotoninerg jelatvitelt. Feltételezésiink szerint
gyors jelatvitelt biztosit, ami szinaptikus kapcsolatot és gyors posztszinaptikus
glutamatreceptorokat is igényel. Ezzel a Kisérletsorozatunkkal az alabbi kérdéseket

szerettik volna tisztazni:

1. Mik a jellemzéi a hippocampus interneuronjainak a MRR elektromos ingerlésével
kivaltott gyors serkentésenek? Mennyire megbizhatdan valtja ki a stimulalas ezt a
valaszt, és milyen a lecsengése?

2. Fugg-e az interneuronok reakcidja a glutaméterg jelatviteltol? Az AMPA-tipusU
glutamatreceptoroknak az elvezetett sejtre lokalizalod6 farmakoldgiai blokadja
megvaltoztatja-e a valasz karakterisztikajat? Mi az ionotrop 5-HTs-receptor szerepe
a hatasban?

3. Az interneuronok valasza 06sszefliggésben van-e azok neurokémiai vagy

elektrofiziologiai tuljadonsagaival?
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3. Modszerek

A kisérleti allatokkal végzett munka etikai vonatkozasai

Kisérleteimet a Magyar Tudomanyos Akadémia Kisérleti Orvostudomanyi
Kutatdintézetének Agykéreg Kutatocsoportjaban végeztem. A Kkisérletes
beavatkozésokat a munkahelyi allatkisérleti etikai bizottsag és a Budapest Fovarosi
Allategészségiigyi és Elelmiszerellenérzd Allomas engedélyezte, igazodva az éllatok
védelmérsl és kiméletérol szolo 1998. eévi XXVIII. térvényhez, tovabba az
allatkisérletek végzésérél szolo 1998. évi 243. kormanyrendelethez, valamint a
tudomanyos célokra felhasznélt allatok védelmérsl sz6lo, az Eurdpai Parlament és a
Tanacs 2010/63/EU iranyelvéhez. A Kisérletek tervezése és kivitelezése soran minden
erofeszitést megtettiink a részt vevo allatok esetleges fajdalmanak, szenvedésének
csokkentésére, illetve a lehetd legkevesebb egyedet hasznaltuk fel. Mind a MRR
sejtjeinek elektrofiziologiai jellemzése, mind a raphe-hippocampalis rostok
interneuronokra gyakorolt hatasanak vizsgalata soran felnétt (testtémegiik 200 és 500
gramm kozé esett) him Wistar patkanyokkal dolgoztunk. Mindkét kisérletsorozatban az
allatokat 0,007 ml/testsulygramm ddzisu, 20%-o0s uretan-oldat intraperitonealis
injekcigjaval altattuk el, majd azokat sztereotaxias célzokészllékbe fogtuk be, €s a
koponyatet6t az elektrofizioldgiai kisérlethez feltartuk. Az allatok testhémérsekletét a
Kisérletek alatt homeotermikus ftitépaddal 37 Celsius-fokon tartottuk. Az uretan-altatas

maximalis ideje (a bealtalastol szamitva a perfizidig) 12 6ra volt.
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3.1. AMRR sejtjeinek elektrofiziologiai jellemzése

A MRR-sejtek aktivitasa mellett a hippocampus és a prefrontalis kéreg lokalis
mezopotencialjat is regisztraltam. Kontroll és szenzoros stimulacio alatti felvételeket
kdvetéen a MRR-sejtet jeldléanyaggal feltdltottem, majd az agyat fixaltam a sejt
késébbi neurokémiai azonositdsa céljabdl. Az egyértelmiien azonositott, 5-HT- és
VGIuT3-tartalom szerint négy csoportba osztott sejtek elektrofizioldgiai tulajdonsagait
0sszehasonlitottam. A Kisérletek tulnyomo részét én végeztem, az elsék némelyikénél
témavezetéom segitett a sejtjeldlésnel. A szovettani feldolgozas kollégdim, Borhegyi
Zsolt, Cserép Csaba, Papp Edit és Nyiri Gabor munkéaja. Az adatanalizist szintén én

vegeztem.

Lokalis mezgpotencial regisztralasa a hippocampusban és a prefrontalis kéregben

A koponyatetdn egy-egy csontfuratot készitettem a hippocampus (Paxinos és Watson
2005 szerinti — a tovabbiakban is ezt a forrast hasznalom — sztereotaxias koordinatak:
bregma AP -45 mm és ML -2,5 mm vagy +2,5 mm) és a prefrontalis kéreg
(sztereotaxias koordinatak: bregma AP +2,7 mm és ML +0,5 — +0,6 mm) folé. Ezeken a
lyukakon keresztil szigetelt acéldrotot Gltettem be a helyi mezépotencialvaltozas (LFP)
monopoldris regisztralasa céljabdl. A belltetés sordn az elektrédédkat piezoelektromos
mikromanipulétor segitségével, az agyfelszinre merélegesen toltam le, hippocampus
esetében az elektrdda vegét a dorsalis CA1 piramisrétegebe (agyfelszint6l 2300-2400
um-re), prefrontalis kéreg esetében pedig annak infralimbikus részébe (agyfelszint6l
4500 pm-re) pozicionaltam. Az elektrédédkat a koponyéahoz cink-foszfat-cementtel
rogzitettem. Az elektrdda végének helyét a kisérletek utdn minden esetben a szdvetanni
feldolgozast kovetoen ellenériztem. Az LFP-t 2000-5000-szeresére erositettem és 0,3—
2000 Hz kozott sziirtem Supertech BioAmp valtéaramu erésitével. Kozos foldként az
allat nyaki bére ald helyezett eziistdrét szolgalt. A kisérletsorozat legels6 allataiban

prefrontalis kérgi elvezetés nem, csupan hippocampalis LFP-mérés késziilt.
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Juxtacellularis aktivitasmerés a MRR-ban

Harmadik, megkozelitéleg 2 x 2 mm-es csontfuratot is készitettem a koponyateton,
amley a MRR neuronjainak aktivitasat regisztralo juxtacellularis elektroda bevezetésére
szolgalt. Kisérleteim soran kétfajta poziciobdl kozelitettem meg a MRR-t. Eleinte
dorsolateralis iranybol (sztereotaxias koordinatak: lambda AP +1,0 mm és ML -1,4 —
-2,0 mm, 15 fokban dontve) céloztam, viszont ekkor gyakran a MRR-tél oldalra es6
agytorzsi teruleteket taldltam el. Késobb attértem a kdzépvonali, dorsocaudalis irdnybol
(sztereotaxias koordinatak: lambda AP -2,6 mm és ML 0 mm, 30 fokos szégben) tortéené
célzasra, mely hatékonyabbnak bizonyult. A juxtacellularis aktivitismérésre hasznalt
filamentumos boroszilikat mikroelektrodat (1,5 mm kilsé és 0,75 mm belsé atmérojii)
mindig frissen, a Kisérlet el6étt készitettem Sutter P-87 elektrodahtzéval. A
mikroelektréda vékony vegét fenymikroszkop alatt letértem, hogy az in vivo, agyban
mért ellenalldsa 20-45 MOhm kozé essen. Az elektrodat 2% Neurobiotint tartalmazo
0,5 M NacCl-oldattal toltéttem meg, hogy az elvezetett sejteket késébbi neurokémiai
azonositas celjabol jel6léanyaggal feltolthessem. A MRR sejtjeire (mindkét
elektrodabevezetési pozicid esetében) az agyfelszintél szamitva 6900-8500 pm
mélységben szamitottam, és ebben a tartomanyban az elektrédat a piezoelektromos
mikromanipulator segitségével 0,8-1 um/s sebességgel mozgattam. A mikroelektroda
jelét AgCl-ozott ezistszallal vezettem az elberésitébe, foldelésként a LFP-
regisztralasnal is haszndlt, nyaki bor ald illesztett ezlistszalat hasznaltam. A jelet
500-1000-szereseére erositettem és 100-5000 Hz kozott szirtem AxoClamp 2B
egyenaramu erésitével, valamint Supertech LinearAmp jelkondicionaléval. Mind a
juxtacellularis elvezetés jelét, mind a LFP-t 10 kHz-es mintavételezéssel 16 bites
feloldassal, Spike2 szoftver vezérletével és CED Micro1401 mkll vagy CED Micro3

1401 analog-digitalis atalakitdval digitalizaltam.

Szenzoros stimulélas
A MRR-neuronok spontan aktivitasat 2-10 percig regisztraltam (egyetlen sejt esetében 1
perc spontan aktivitast mentettem). Ezutan a farokcsipés — mint szenzoros stimulalas —

Kivaltotta aktivitasvaltozast figyeltem meg, a farokcsipést minden esetben ugyanazzal,
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ragasztészalag korbetekerésével tompitott fogazatu krododilcsipesz segitségével
végeztem 30 s hosszan, 5 esetben pedig 60 s hosszan. Amennyiben az els6 farokcsipés
nem valtott ki agyidllapot-atmenetet, legaldbb 1 perc véarakozasi id6 elteltével

megismeteltem a farokcsipést erésebb csipesszel.

Sejtjeldlés

A MRR-neuronok spontén és szenzoros stimulélés alatti aktivitasanak regisztralasa utan
a 301 felhasznalt kisérleti allatbdl 166 esetben jutottunk el a sejtjelélésig, vagyis a sejt
Neurobiotinnal valé feltdltéséig. Sejtjeldlés soran -0,5 — -0,9 nA tartdaram mellett 1 és
20 nA kozott addig noveltik a 200 ms-onként ismétlédé és 200 ms hosszu injektalo
aramimpulzusok amplitadojat, amig azokkal a sejt kistléseit vezérelni nem tudtuk.
Sziikség esetén az injektalo aram eréssegét a sejtvalasz fliggvenyében ezutan is
véltoztattuk. A jelolés id6tartama 2—-10 perc koze esett. Sikeres jel6lés utan az injektald
aramot felflggesztettem, és a sejt reakcidjat figyelembe véve a negativ tartéaramot is
lassan csOkkentettem, ekdzben szintén nagyon lassi sebességgel tavolodtam az
elektrodaval a sejjtél. Sikertelen jelélés esetén Gjabb MRR-sejtek utan kutattam, a
jelolési prébalkozas és az Gjabb elvezetés kozott legalabb 100 um tavolsagot tartottam,
hogy a szovettani feldolgozas utan egyértelmiien rekonstrualni lehessen, melyik sejtet

vezettem el.

Szovettani feldolgozas

A patkanyok verét transzkardialisan fiziologias sooldattal kimostam, ezt kovetéen 4%-
os paraformaldehid-oldattal vagy Zamboni-oldattal (4% paraformaldehid, 15%
pikrinsav és 0,05% glutaraldehid 0,1 M foszfatpufferben, pH = 7,4) 20 percen keresztil
perfundaltam azokat. A sejtjeldlés és a perfazio kozotti talelési idé 10-150 perc kozott
valtozott. A fixalt agyakat 7,4-es pH értékii, 0,1 M foszfatpufferrel atmostuk, majd
40-80 um vekony coronalis szeletekre metszettik. A foszfatpufferrel vegzett tobbszords
atmosas utan a metszetekkel trisz(hidroximetil)aminometant tartalmazd fiziol6gias
sooldatban (TBS, pH = 7,4) dolgoztunk tovabb, tehat minden antitest-inkubaciot ilyen
oldatban végeztink. A Neurobiotinnal jel6lt sejteket Alexa488-konjugalt Streptavidin-
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festéssel (1:2000 aranyban higitva) vizualizaltuk, a sejtek szerotonintartalmanak
megallapitasara a nyul 5-HT-ellenes antitestjét (1:10000 higitdsban) és a szamar
DyL.ight405-konjugélt nyulellenes antitestjét (1:4000 higitasban), tovabba a VGIUT3-
expresszid megjelenitésére a horcsoég VGIuT3-ellenes antitestjét (1:2000 higitasban) és
a szamar Cy3-konjugalt horcsdgellenes antitestjét (1:200 higitasban) hasznaltuk. Az
immunhisztokémiai festések fluoreszcens jelét Olympus DP70 CCD-kameraval
felszerelt Zeiss Axioplan2 mikroszkdppal vagy egyes esetekben Nikon A1R konfokalis

mikroszkoppal vizsgaltuk.

A fluoreszcens jelek Kkiertékelése utdn a Neurobiotin-jel6lést biotinilalt avidin-
tormaperoxidaz komplexszel (Elite ABC, Vector Laboratories) katalizalt DAB (2,3-
diaminobenzidin-tetrahidroklorid)-nikkel kromogén képzédésével erésitettik. Ezzel a
modszerrel a 166 sejtjeldléses kisérletbl 78 allat esetében talaltunk jeldlt sejtet.
Némelyik allatban két neuront is jel6ltiink, és azonositottunk. Azokat a kisérleteket,
amelyekben egyértelmiien nem sikerult azonositani a jel6lt sejtet, vagy ahol a sejtjelélés
a MRR-n kivil esett, az adatelemzéshél kizartuk. Az igy maradt 60 MRR-neuronbol
csak azokkal dolgoztunk tovabb, amelyeknek a neurokémiai azonositasa is
egyertelmiien megtortént, igy a munkamnak ennek a kisérletsorozataban 6sszesen 23

MRR-sejt adatait dolgoztam fel.

Adatelemzés

A Spike2 szoftver beépitett mintazatkeresé modulja segitségével, manudlis ellenérzes
mellett detektaltam az azonositott sejtek akcids potenciéljainak pozitiv csucsat. Ezutan a
Spike2-fajlok adatait MATLAB kornyezetbe exportaltam, és minden tovabbi analizist
ott végeztem a sajat magam altal irt programok segitségével. A sejtjel6lés soran mentett

adatokat tovabbi elemzésre nem hasznaltam fel.
Akcids potencidlok atlagos hossza. Az akcids potencidlok atlagos hosszanak

meghatarozasahoz az eredeti 10 kHz-cel mintavételezett adatsorok adatstiriiségét

linearisan 1 MHz-re néveltem, majd az akcios potencidlok pozitiv cstcsai korili 10 ms-
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os idéablakban atlagoltam a jelet, és az atlaggérbe amplitudojanak felénél mértem
annak szélességét. A sejtek alapaktivitasa és szenzoros ingerlése soran regisztralt akcios

potenciélokat egyarant felhasznaltam ehhez az elemzéshez.

Sejtaktivitas a hippocampalis allapot fliggvényében. Uretan-altatdsban két fontos
hippocampalis mikodési allapot figyelheté meg: a) theta-allapot 2,5-6 Hz-es hullamok
dominancidjaval és b) nem-theta-allapot az elébbinél lassabb hullamokkal. A MRR-
sejtek alapaktivitdsanak vizsgalata soran figyelembe vettem e két allapotot, melyeket a
hippocampalis LFP folytonos wavelet-transzformatuméanak spektréalis 0sszetétele
alapjan kulonitettem el. Az analizishez el6szor az LFP-jelet 400 Hz-es mintavételi
frekvenciara alulmintavételeztem, valamint az 50 Hz-es, esetleges elektromos haldzati
zajt 2048-rendii, zéro-fazisu digitalis sztrével (az ehhez szikséges osztando
koefficiensvektort a MATLAB beépitett, véges impulzusvélaszl sziiréelrendezéshez
alkalmazhaté firl generatoraval hoztam létre) kisziirtem, majd a jelet a kisérletek
kdzotti 6sszehasonlithatdsag kedvéért standardizalassal normalizéaltam (az eredeti jelbél
annak atlagat kivontam, majd a szérassal osztottam). Az ilyen médon elékészitett jelbol
szamoltam ki exponencialisan novekvo skalazassal a wavelet-transzformatumot
Torrence és Compo algoritmusa alapjan, Morlet-bazisfuggvény felhasznalasaval
(Torrence és Compo 1998). Az exponencialisan valtozo skalak 6sszehasonlithatdésaga
céljabdél Liu mddszerével normalizéltam a wavelet-transzformatumot: minden
idépontban a wavelet-transzformatum skalankénti teljesitményét elosztottam a
vonatkozo skalaszélességgel (Liu és mtsai 2007). Theta-allapotot definialtam, ha az
adott idépontban a wavelet-transzformatum normalizalt teljesitményének a 2,5-6 Hz-
hez tartozd skaldkban nagyobb volt az 6sszege, mint a 0,9-2,5 Hz-hez tartoz6

skalakban. Egyéb esetben pedig nem-theta-allapotot hataroztam meg.

A MRR-sejtek akcids potencialjait szétvalogattam aszerint, hogy theta- vagy nem-theta-
allapot alatt fordultak el6. A két kulonbdzé &llapotban kuldn jellemeztem a sejtek
tlzelési aktivitasat a tlizelési frekvenciaval (kistlések szama idéegység alatt), az akcios

potencidlok kozotti id6tartamok eloszlasanak varidcids koefficiensével (szorés és

55



DOI:10.14753/SE.2017.2067

sz

informaciotartamara utalé mérték, amely bizonyos esetben jobban érzékelteti a tlizelés
variabilitasat, mint a variacids koefficiens (Ditlevsen és Lansky 2011). Szamolasa soran
az akcios potencidlok kozotti idétartamokat, mint eseményeket intervallumokba
csoportositjuk. Az optimalis intervallumszélességet a vastag széli (heavy tailed)
eloszlasokra — mint amilyen a neuronok Kistlési gyakorisadga is — jol alkalmazhato6
Freedman-Diaconis-szabaly (Freedman és Diaconis 1981) segitségével mindegyik
sejtre kulon-kilon hataroztam meg. A csoportokba osztott események gyakorisaganak
és a gyakorisag kettes alapu logaritmusanak szorzatai 6sszegének abszolut értéke adja
meg a Shannon-entrépiat. Abban az esetben, ha valamelyik sejt a theta- vagy a nem-
theta-allapot alatt egyaltalan nem tuzelt, a variaciés koefficiens és a Shannon-entrépia
értékét 0-nak allitottam be. Az akcios potencialok kodzotti azon intervallumokat,

amelyek éppen allapotatmenetre estek, az elemzésekben nem vettem figyelembe.

Sejtaktivitas a szenzoros ingerlés fliggvényében. A MRR-sejtek tuzelési aktivitasat a
szenzoros ingerlés fliggvényében is vizsgaltam. Az ingerlést megel6z6 alapallapotot a
hippocampalis theta- vagy nem-theta-allapotokra val tekintet nélkil egyként kezeltem.
A sejtek tuzelési aktivitasat alapallapotban és a szenzoros ingerlés alatt ugyanazokkal a
paraméterekkel jellemeztem, mint a fentebb bemutatott hippocampalisallapot-fliggés
vizsgélata soran (tuzelési frekvencia, akcids potencialok kozotti idétartamok
eloszlasanak variacios koefficiense és Shannon-entrdpiaja). Amennyiben valamelyik
sejt alapallapotban vagy ingerlés soran egyaltalan nem tlzelt, a variacios koefficiens és

a Shannon-entrdpia ertékét szintén 0-nak allitottam be.

Az elébbieken tul a MRR-sejtek szenzoros stimulusra adott valaszat a kdvetkezé két
valtozoval is jellemeztem: a) atmeneti valtozas, amit a farokcsipés kezdetétol szamitott
elsé (0-1 s kozotti) és els6 5 masodperc (0-5 s kozotti) alatti normalizalt tlizelési
frekvencia hanyadosaként szamoltam, b) tartos valtozas, amit a farokcsipés elétti 0-15.
masodperc kozatti, valamint a farokcsipés kezdetétsl szamitott 1-16. masodperc kozotti

normalizalt tizelési frekvencia kilonbségeként hatdroztam meg. A tlzelési frekvencia
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normalizalasahoz azt a vizsgalt idéintervallum legmagasabb értékével osztottam. Az
adatanalizis soran csak azokat a farokcsipéseket vettem figyelembe, amelyek hatasara a
hippocampusban theta-aktivitds alakult ki. Egyetlen sejt esetében nem végeztem
farokcsipést, igy ennek az adatait a szenzoros stimulalas hatasainak elemzése soran

értelemszeriien nem hasznaltam fel.

Ritmikus tiizelés. A ritmikus tuzelés jeleit az akcids potencialok autokorrelogrammyjaban
kerestem. Az autokorrelogrammok készitése soran az akcids potencidlok koruli 4
méasodpercben 50 milliszekundumos intervallumonként szamoltam a Kkisulés
valdsziniiségét. Meghataroztam, milyen frekvencia jellemzi az eloszlasfliggyvényt a
cstcsok kozotti idétartam alapjan. A sejtek alapaktivitasat €s a szenzoros ingerlés alatti

kistléseket ebben az esetben is szétvalasztottam.

A sejtaktivitas fazispreferenciaja. Egy sejt akcids potencidljai és egy adott oszcillacié
valamely fazisa kozotti szignifikans idébeli kapcsolat a fazispreferencia.
Elemzéseimben a MRR-sejteknek a hippocampus, illetve a prefrontalis kéreg
oszcillacidinak fazisahoz vald kapcsoltsagat vizsgaltam, elkilonitve az alapallapotot és
a szenzoros ingerlés alatti aktivitast. Az LFP folytonos wavelet-transzformatumaban az
akciés potencialok csucsainak megfelel6 idépontokban megkerestem a legnagyobb
spektrélis teljesitményhez tartozé frekvenciasdvot, amelyet dominans frekvencianak
neveztem, és meghataroztam a hozzajuk tartoz6 pillanatnyi fazisértékeket. A theta-
oszcillacio csoportjaba a 2,5-6 Hz kdzé es6, a nem-theta-oszcillacio csoportjaba pedig a
0,9-2,5 Hz kozé es6 dominans frekvenciakhoz tartozo fazisértekeket soroltam. A két
csoporton belll a faziseloszlast Watson-teszttel vizsgéltam, az egyenletes eloszlastol
szignifikansan eltéré esetekben kiszdmoltam az atlagos fazist és a hozza tartozo atlagos
vektorhosszt. Abban az esetben, ha valamely sejtnél alapallapotban vagy szenzoros
ingerlés soran legalédbb 50 akcios potencial nem fordult el6, az adott &llapot adatait nem
hasznaltam fel a fazispreferencia elemzéséhez. A theta- vagy nem-theta-csoportba

sorolasnal a minimumkritérium 40 akcios potencial volt.
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Statisztikai 6sszehasonlitads. A VGIUT3(+)/5-HT(-), a VGIUT3(+)/5-HT(+), a VGIUT3(-)/
5-HT(+), valamint a VGIUuT3(-)/5-HT(-) sejtek csoportkiilonbségeit egyszempontos
nemparaméteres Kruskal-Wallis ANOVA segitsegevel kerestik, majd a paronkénti
szignifikans eltéréseket Wilcoxon-féle eléjeles rangprobaval hatarozuk meg. Egy adott
csoportnak két allapot kdzotti dsszahasonlitasat eléjel-teszttel végeztik. Az abrakon a
sejtenkénti adatokat, a csoportok kozépértékét és az interkvartilis tartomanyt
jelenitettem meg. A Kisérletsorozathoz tartoz6 adatokat minden egyes sejtre (és
korilményre) vonatkozoan abrdzoltam az eredmények bemutatasa soran, a szévegben
pedig csak a relevans kozépértékeket tintettem fel (az elemszambdl fakaddan szérast
vagy a szoOrds standard hibdjat nem szamoltuk ki, helyette minden egyes ertéket

abrazoltam).
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3.2. A raphe-hippocampalis rostok interneuronokra gyakorolt hatasa

Ezekben a Kkisérletekben hippocampalis neuronok elektrofizioldgiai aktivitasat
regisztraltuk juxtacellularis elektrédaval, mikdzben elektromosan stimulaltuk a MRR-t.
LFP-elvezetessel a hippocampus hal6zati aktivitasat is nyomon kévettik. Kiserleteink
jelent6s részében farmakoldgiai tesztekkel vizsgaltuk a regisztralt hatas kialakitasaért
felelosnek tartott receptorok szerepét. Az elvezetett neuronokat késébbi neurokémiai
azonositas céljabol jeloléanyaggal feltoltottik. A kisérletek harmadat végeztem én,
ezeknek egyes lépései sordn témavezetém segitséget nydjtott. A doktori munka
keretében bemutatott szovettani feldolgozas Borhegyi Zsolt munkaja. Az adatanalizis f6

részét Hangya Balazs és témavezetém, Varga Viktor végezte.

Lokalis mezépotencial regisztralasa a hippocampusban

A hippocampus dorsalis CAl aredjanak mintavételezése hasonldan tértént, mint ahogy
azt a MRR sejtjeinek elektrofizioldgiai jellemzéséhez végzett kisérletek modszerei
kozott fentebb leirtam. A koponyatetén egy csontfuratot készitettiink a jobb oldali
hippocampus (sztereotaxids koordinatdk: bregma AP -4 mm és ML -2,5 mm) f6lé, ezen
keresztill piezoelektromos mikromanipulator segitségével szigetelt acéldrotot Gltettiink
be a dorsalis CAl (az agyfelszintél merélegesen 2100-2400 pm-re) LFP-janak
moopolaris regisztralasa céljabol. Az elektrddat szintén rogzitettiik a koponyahoz cink-
foszfat-cementtel. Az elektroda végének helyét minden kisérlet utdn a szdvetanni
feldolgozast kdvetéen ellenériztik. Az LFP-t 2000-szeresére erositettiik és 0,3-2000 Hz
kdzott szirtlk Supertech BioAmp valtéarama erésitével. Foldként az allat nyaki boére

ala helyezett ezlstdrot szolgalt.

A MRR elektromos ingerlése és a hippocampalis sejtjek aktivitasanak regisztralasa

Elektromos ingerlés céljabol bipoléris volframelektrodat Gltettink be a MRR-ba,
melyhez elétte szintén kellet egy csontlyukat farni (sztereotaxias koordinatak: lambda
+1 mm, kodzépvonalban). Az ingerl6 elektrédat a sztereotaxids készulek

manipulatordval, lassi manuélis mozgatassal az agyfelszintél 7,5-7,8 mm-ig
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derékszogben toltuk le, és a kisérlet végéig ebben a manipulatorban maradt régzitve,
nem ragasztottuk az &llat koponyajahoz. Az elektroda ceruzahegyszert végén az egyik
polus koncentrikusan koruldlelte a maésik polust, amely 100 um-rel (vagy egyes
kisérletekben 500 um-rel) mélyebbre ért. Az elektromos ingerlés 0,2 ms vagy 1 ms
hosszi négyszogjelét AMPI Iso-Flex stimulusizolator allitotta elé, melyet CED
Micro1401 mkll anal6g-digitalis jelatalakito kimeneti pulzusaival szabalyoztunk. A
stimulalas soran 1 Hz-es ismétléssel 18-120 masodpercig adtuk a négyszogjelek
sorozatat, egy-egy jelsorozatban pedig az aramerésséget 0,2, 0,5, 0,7 vagy 1 mA-ra
allitottuk be. Két ilyen jelsorozat koézott a megel6z6 sorozat hosszanak legalabb

kétszerese telt el.

Az elektromos ingerlés elétt elészor hippocampalis idegsejtet kerestiink juxtacellularis
elvezetési technikdval. A sejt alapaktivitdsdnak regisztralasa utan kovetkezett az
elektromos stimulalas, ezutan pedig — egyes kisérletekben — farmakoldgiai teszteket
vegeztunk. Végil a sejt Neurobiotin jel6l6anyaggal valo feltdltése kovetkezett késobbi

neurokémiai azonositas céljabdl.

Juxtacellularis aktivitasmeérés a hippocampusban

A hippocampus sejtjeinek juxtacelluléris aktivitismérése hasonlé technikaval tortént,
mint ahogyan azt a MRR sejtjeinek elektrofizioldgiai jellemzeséhez végzett kisérletek
modszerei részleteztem. Ebben az esetben a 2 x 2 mm-es csontfuratot a bal oldali
hippocampus dorsalis CA1 areaja folott készitettik (sztereotaxids koordinatak: bregma
AP -4,0 mm és ML +2,5 mm). A mérés el6tt hizott majd letdrt véga filamentumos
boroszilikat mikroelektrédat ezekben a kisérletekben is 2% Neurobiotint tartalmazé 0,5
M NaCl-oldattal toltottik meg, in vivo mért ellenallasa szintigy 20-45 MOhm kdzé
esett. Az elektrodat piezoelektromos mikromanipulatorral, 0,8-1 pm/s sebességgel
mozgattuk az agyszOvetben, a hippocampalis sejtekre az agyfelszintél 2000 — 4200 um
mélyen szamitottunk. Foldként a LFP-mérésnél is hasznalt nyaki boér ala illesztett
ezustszal szolgalt. A jel erésitési és sziirési paraméterei megegyeztek a MRR-sejtek

aktivitasmérésénél leirtakkal (500-1000-szeres erdsitéssel 100-5000 Hz kozott
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atengedve a szairén). A juxtacellularis elvezetés jelét és az LFP-t minden esetben 16
bites feloldassal Spike2 szoftverrel vezérelt CED Microl401 mkll analdg-digitalis
atalakitoval digitalizaltuk, egyetlen kisérlet esetében 11,11 kHz-es, a tdbbi esetben

pedig 10 kHz-es mintavételezéssel.

Farmakoldgiai tesztek

Egyes Kkiserleteinkben a juxtacellularis aktivitasmér6 elektrdda mellé egy masik
boroszilikat-elektrodat is illesztettink AMPA-tipust glutamatreceptor blokkolojanak
iontoforézise céljabol. Az iontoforézis-elektrodat ugyanabbdl a boroszilikat Gvegbél
haztuk, mint a juxtacellukéris elvezetéshez hasznalt mikroelektrodat, viszont a végét
jobban letortik, hogy az atmérdje megkozelitéleg 3-4 pm legyen (szemben a
juxtacellularis mikroelektroda hegyének 1 pm koruli atméréjével). Az
iontoforéziselektroda vékony nyakat ivmelegité alatt meghajlitottuk, hogy a két
Uvegelektroda egymés mellé pozicionélva kisebb szbget zarjon be. A véglket egymastol
fénymikroszkopos ellenérzés mellett 10-30 pum tavolségra allitottuk be, majd egy uveg
targylemez kis darabja segitségével pillanatragasztoval egymashoz ragasztottuk az

elektrédakat. Az iontoforéziselektrodat fizioldgias soéoldatban (0,9 %) feloldott

‘ 30.0 um i

3.2.1. abra. A farmakol6giai tesztekhez hasznalt iontoforézis (als6, vastagabb végid) és
juxtacellularis elvezets ivegelektroda (felsd, vékonyabb végi) hegye. A masik végikon a két
lUvegelektrodat egy Uveglap segitségével egymashoz ragasztottuk.
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dinatrium-2,3-dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahidrobenzo[f]quinoxalin-7-szulfonamiddal
(NBQX) toltottik meg, miutadn az oldat kémhatasat 8 — 9 kozotti pH-értékre allitottuk
be. Ebben a lugos kdzegben az NBQX anion formaban van jelen, és igy negativ
arammal iontoforetizalhat6. Az iontoforéziselektrodaba — csaklgy, mint a juxtacellularis
elektroda esetében — AgCl-ozott ezustszalat tettlink, es az AxoClamp 2B egyenaramu
erésitére kotottuk. A Kisérletek soran a farmakoldgiai teszt el6tt 5 nA pozitiv
tartoarammal ellenstlyoztuk az ionok kidramlasat az elektrodabol. A farmakoldgiai teszt
soran pedig -40, -50 vagy -80 nA negativ aramot kapcsoltunk a mikroelektrodara, ezzel
a juxtacellularis elektrdda altal elvezetett sejt kdrnyezetébe iontoforetizdlva az NBQX-
et. Az iontoforézis, illetve a tartéaram alkalmazasa nem terhelte zajjal a juxtacellularis
elvezetés jelét. A NBQX iontoforézisének kezdete utan 2-5 perccel kezdtlk el az Gjabb
elektromos ingerlést, maga az iontoforézis pedig 3—6 percig tartott. Ezutan 8 nA pozitiv
tartodramot kapcsoltunk az iontoforéziselektrédara. Ennek a fajta
iontoforéziselektrodanak a hatékonysagat a laboratoriumunk egy korabbi munkajaban

mar igazolta (\Varga és mtsai 2008).

Kisérleteink egy részében 5-HTs receptor antagonistijaval is teszteltik a MRR
elektromos ingerlésére adott hippocampalis valaszt. Ondansetront oldottunk fel
fizioldgias soéoldatban, és 1-2 mg/teststlykg doézisban intraperitoneélisan injektaltuk. Az

injekcio utan 5, 10 majd 15 perccel elektromosan igereltik a MRR-t.

Sejtjeloles

A hippocampalis sejteket az alapaktivitasuk, tovabba az elektromos ingerlésre, illetve a
farmakoldgiai tesztekre adott valaszuknak regisztralasa utan megkiséreltiik Neurobiotin
jeléléanyaggal feltdlteni. A sejtjelolés moddszere megegyezik a MRR-neuronok

sejtjelolésénél leirtakkal. Jelen Kisérletsorozatban az atlagos jel6lési id6 5 perc volt.

Szovettani feldolgozas
A sikeres sejtjelolés utan 10-30 perccel az allatok veérét transzkardialisan fizioldgias

sooldattal kimostuk, majd glutaraldehides Zamboni-oldattal 20 percen keresztil
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perfundaltuk azokat. A hippocampusok blokkja ki lett vagva a fixalt agyakbdl, és az
éjszaka alatt glutaraldehidmentes fixaléoldatban posztfixaltuk. A posztfixalt blokkokat
60 um vékony szeletekre vagtuk, 0,1 M foszfatpufferben tobbszér atmostuk, majd
ezutan atvittiik a szeleteket TBS-be, és minden antitest-inkubaciot TBS-ben végeztiink.
A jeldlt sejt megkereséséhez a hippocampus-metszeteket Alexa488-konjugalt
Streptavidin (1:3000 higitasban), triton X-100 (0,1%) és ABC (1:800 higitasban)
oldataval inkubaltuk 2 o6rédn at, majd fénymikroszkopban megkerestik azokat a
metszeteket, amelyekben Neurobitin-sejtjel6lés latszodott. A tovabbi lépésekben mar
csak ezeken a metszeteken végeztink immunhisztokémiai festéseket. A sejt
lokalizaciojatol és in vivo aktivitdsmintazatatol fliggéen vélasztottunk antitesteket:
kolecisztokinin-ellenes egeér antitesttel (1:2000 higitasban), szomatosztatin-ellenes
patkany antitesttel (1:100 higitasban), P-anyag receptora, illetve kalbindin D28k-ellenes
egér antitesttel (1:1000 higitasban) inkubaltuk a metszeteket az éjszaka soran. Méasnap,
atmosas utan a vizualizaciohoz a metszeteket kisérletenként valtozé szekunder
antitesttel inkubaltuk 2 dran at, melyekhez a kdvetkezé fluoreszcens jelolémolekulak
voltak konjugalva: AMCA (1:50 higitdsban hasznaltuk), Cy3 (1:200 higitasban),
Alexad88 (1:200 higitasban), Alexa594 (1:200 higitasban) vagy Alexa350 (1:50
higitasban). Atmoséast kovetéen VectaShield médiumban targylemezre hiztuk a
metszeteket, és Olympus DP70 CCD-kameraval felszerelt Zeiss Axioplan2
epifluoreszcens mikroszkoppal vizsgéltuk, valamint kifényképeztiik a Neurobiotin-jel6lt
sejteket és az elvégzett immunhisztokémiai reakcio eredményét. Ezutan a metszeteket 2
oOréra ujra ABC-oldatban (1:400 higitasban) inkubaltuk, és a Neurobiotin-jeldlést DAB-
nikkel kromogén képzoédésével erdsitettiik. Végil a metszeteket dehidraltuk, és

targylemezen Durcupan gyantaba beagyaztuk.

Adatelemzés

A Spike2-fajlok adatait MATLAB kornyezetbe exportaltuk, és minden analizist ott
végeztiunk a sajat munkacsoportunkban készitett programok segitségével. Az elvezetett
sejtek akcids potencialjainak csucsat amplitidé alapjan detektaltuk. Az azonositott

hippocampalis sejtek mellett felhasznéltuk azoknak a Neurobiotinnal nem jeldlt, de
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elvezetési koordinatak alapjan hippocampusban Iévé sejteknek az adatait is, amelyeknél
az alapaktivitas regisztraldsa utan elektromos MRR-ingerlést végeztiink. Ez utdbbi, nem
jelolt sejteket két csoportra, (feltételezett) principalis sejtekre és (feltételezett)
interneuronokra osztottuk az alabbi elektrofizioldgiai tulajdonsagaik alapjan: a) tiizelési
frekvencia (kistlésszam idéegység alatt), b) az akcids potencidl hossza (az akcios
potencialok atlaggorbéje amplitidujanak felénél mért szélessége), c¢) komplex
kislilléssorozat jelenléte (altalaban 2-3, egyre cs6kkené amplitadoju akcids potencial,
melyek kozétt az idétartam egyre hosszabbodik, példat lasd a 4.2.2. abran). A
principalis sejtek ugyanis atlagosan 1 Hz-nél lassabb frekvenciaval sulnek ki, akcios
potencidljaik 1 ms-nal hosszabbak és jellemzéek rajuk a komplex Kistléssorozatok,
szemben az 1 Hz-nél gyorsabban, 1 ms-nal rovidebb akcids potencidlokat tizel

interneuronokkal.

Sejtaktivitds a hippocampalis allapot fliggvényében. Hasonléan a MRR-sejtek
elektrofiziologiai jellemzése soran leirtakhoz, ebben a kisérletsorozatban is theta- és
nem-theta allapotot kiildnbdztettiink meg a hippocampusban az LFP folytonos wavelet-
transzformatumanak spektralis 0sszetétele alapjan. A wavelet-analizis el6tt az eredeti
LFP-jelet 400 Hz-re alulmintavételeztik, az 50 Hz-es, elektromos hal6zati zajt zéro-
fazisu digitélis sztrével Kiszurtlik, végil standardizalassal normalizaltuk (részleteket
lasd fentebb a 3.1. alfejezetben). Az exponencidlisan skéalazott wavelet-
transzformatumot szintén Torrence és Compo algoritmusa alapjan, Morlet-
bazisfiiggveny felhasznalasaval allitottuk elé (Torrence és Compo 1998). A wavelet-
transzformatumban minden egyes idépontban megkerestik a legnagyobb spektralis
teljesitményii skélahoz tartozo frekvenciaértéket, melyet dominéns frekvencianak
neveztiink. Theta-allapotot definidltunk abban az esetben, ha a dominans frekvencia
legalabb 3 s-ig folyamatosan 2,5-6 Hz kozé esett. Tovabba, ha az igy meghatéarozott
thetadllapot-szegmensek kézé 500 ms-nal nem hosszabb olyan szakasz kertlt, amelyben
a dominans frekvencia a 2,5-6 Hz-es tartomanyon kivilre esett, azt is a theta-allapothoz
soroltuk. Nem-theta-allapotot definialtunk, ha a dominans frekvencia legalabb 3 s-ig

folyamatosan a 2,5-6 Hz-es tartomanyon kivilre esett. A theta-, illetve a nem-theta-
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allapotok e médon megkeresett szegmenseibdl a tovabbi analizishez a leghosszabbakat
hasznaltuk fel. Az elvezetett sejtek allapotfiiggé aktivitasat a kivalasztott theta- és nem-
theta-szegmensek alatti akciospotencial-sorozatok jellemzésével vizsgaltuk.
Meghataroztuk a tlizelési frekvenciat (kistlésszdm id6egység alatt), a theta-modulaciot
(a kistiléssorozat autospektrumaban a 2,5-6 Hz kozotti frekvenciatartomany spektralis
teljesitménye viszonyitva a tobbi frekvencia spektralis teljesitményéhez), valamint a
theta-oszcillacio fazisanak preferenciajat (szamolasanak részleteit lasd fentebb a 3.1.
alfejezeteben, jelen esetben is meghataroztuk az atlagos fazist és az atlagos

vektorhosszt).

MRR elektromos ingerlésének hatasa a hippocampalis sejtek aktivitasara. Az
elektromos ingerlést vezérl6 1 Hz-cel ismétlédé négyszogjelek felszallo szaranak
megfelelé id6épontokat rogzitettiik az anal6g-digitidlis jelatalakitoval. Ezekhez az
idépontokhoz viszonyitva a két pulzus kozotti 1 s-ban 1 ms-os intervallumonként
meghataroztuk az elvezetett sejtek akcids potencialjainak eloszlasat (egyetlen sejt
esetében az intervallum 10/11 ms volt a 11,11 kHz-es mintavételezés miatt).
Kontrollként az elektromos ingerlést megel6z6 regisztratumokat is 1 s-0s szegmensekre
osztottuk, utanozva a stimulalé pulzusok ismétlédését. Ezekben a szegmensekben
szintén 1 ms-os intervallumonként (kivéve azt az egy esetet, ahol a mintavételezés miatt
10/11 ms-os intervallumokkal kellett dolgoznunk) kiszdmoltuk az akciés potencialok
eloszlasat, és 6sszehasonlitottuk az elektromos ingerlés alatt kapott értékekkel. Ha az
egy intervallumra esé legnagyobb eseményszam az elektromos ingerlés alatt nagyobb
volt, mint a kontroll regisztratumban, a MRR-ingerlést a hippocampalis sejtek
aktivaldsaban hatdsosnak tartottuk, a hatékonysdg méroszamaként pedig a két
eseményszam aranyat hataroztuk meg. Abban az esetben, ha a fenti médon detektalt
aktivacio az elektromos pulzusokat kovet6 50 ms-on bellilre esett, a tovabbi
paraméterek kiszamolasahoz a pulzusokat kdveté 50 ms-on belili eseményeket vettiik
figyelembe. Ha ez az aktivacio még gyorsabb volt, a pulzusokat kéveté 20 ms-on belil
észleltiik, csupan a pulzusokat kéveté 20 ms esemenyeivel szamoltunk. A stimulalas

sikerratajaként megadtuk, hogy az ingerlé pulzusok hany szdzalékat kovette akcids
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potencial az elébb emlitett 20 vagy 50 ms-os id6éablakban. A hatas latencidjaként a
pulzusok és az azokat kdvet6 akcids potencidlok kdzotti atlagos idétartamot szamoltuk,
tovabba, az idétartamok szorésa, valamint a legrévidebb és a leghosszabb idétartam
kozti kilonbség pedig a hatas fokuszaltsagardl adott informéaciot. A farmakologiai
tesztek hatasanak vizsgalata soran az antagonista iontoforézise vagy injektalasa el6tti,
alatti és utani elektromos stimulélasok sikerratajat, a kivaltott valasz latenciajat és
szbrasat, valamint a legrovidebb és leghosszabb latencia kozotti idétartamot
hasonlitottuk 0ssze. Megvizsgaltuk, hogy ©6nmagaban az antagonsitaknak (NBQX,
illetve ondansetron) az elvezetett sejtek tlzelési frekvenciajara gyakorolt hatasa
magyardzhatja-e a MRR elektromos stimulalasat koveté esetleges alacsonyabb
Kistilésszamot. Ehhez a hippocampalis theta- és nem-theta-allapotok alatti eseményeket
kilon kezeltlik, tovabba az egyes sejtek esetében minden egyes elektromos stimulalasi

szakaszra meghataroztuk a két valtozas korreléciojat.

Statisztikai 6sszehasonlitas. A kivaltott valasz jellemzéséhez az adatok atlagat és az
atlag stadard hibajat szamoltuk ki, amelyeket a szévegben feltlintettem. A csoportok
kdzotti szignifikans kulonbséget Mann-Whitney U-teszttel, a csoporton beldli &llapotok

kdzott pedig Wilcoxon-féle rangprobaval kerestiik.
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4. Eredmények

4.1. AMRR sejtjeinek elektrofizioldgiai jellemzése

A kisérleteink eredményeképpen a MRR-ban 1évé 60 Neurobiotinnal jel6lt sejt kozil
annak a 23-nak az adatait elemeztem, amelyek egyértelmii neurokémiai azonositasa is
megtortént. Ezeket a 5-HT- és a VGIuT3-tartalom alapjan négy csoportba osztottam: 7
neuron VGIuT3-pozitivitdst mutatott, 5-HT-t viszont nem termelt (VGIUT3(+)/5-HT(-)
sejtek), 5 neuron mindkettét (VGIUT3(+)/5-HT(+) sejtek), 4 neuron csak 5-HT-t
tartalmazott (VGIUT3(-)/5-HT(+) sejtek), és 7 tovabbi neuron pedig mindkét markerre
nézve negativnak bizonyult (VGIUT3(-)/5-HT(-) sejtek, részletesen lasd a 4.1.1. abran).
Kett szerotoninerg sejtet a MRR-nak az anatomiai atlasz (Paxinos és Watson 2005)
szerinti hataran kivdl talaltunk meg, ugyanakkor nem kilénboztek csoportbeli, MRR-
ban lévé tarsaiktol, ezért az ezekb6l sza&rmaz6 adatokat is felhasznaltam az eredmenyek

kiértékelése soran.

VGIuT3(+)/
5-HT(-)
VGIuT3(+)/
5-HT(+)
VGIUT3(-yY /
5-HT(+) "
VGIuT3(-)/ /
5-HT(-) |

)/

—

A+0.48..1.20 A+1.32..1.80

4.1.1. abra. Az elvezetett és azonositott MRR-sejtek elhelyezkedése az agy coronalis metszetén.
Az egyes sejtcsoportokat kilonbdzs szinek jelolik. A szinkddot a tovabbi abrak is kdvetik.
Roviditések: MR: nucleus raphe medianus, PMR: nucleus raphe paramedianus, RtTg: nucleus
reticulotegmentalis pontis, ATg: nucleus tegmentalis anterior, dscp: a felsé kisagykarok
keresztezgdése., ts: tractus tectospinalis, tth: tractus triaeminothalamicus
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Alapvetd kulonbség a csoportok kozott az akciospotencidlok hosszaban

A VGIUT3(+)/5-HT(-) és a VGIUT3(-)/5-HT(-) sejtek esetében rovid akcios
potencidlokat mértiink (a csoportok kdzépértéke 223,5 ps, illetve 257,1 ps), szemben a
VGIUT3(-)/5-HT(+) sejtek (csoport-kozépérték: 319,9 ps) és a VGIUT3(+)/5-HT(+)
sejtek (csoport-kdzéperték: 346,3 us) hosszabb akcids potencidljaival (Kruskal-Wallis-
préba: p = 0,0146). Paronkénti Wilcoxon-féle el6jeles rangproba bizonyitotta, hogy a 5-
HT-negativ sejtek — akar termeltek VGIuT3-t, akdr nem — jelentésen révidebb akcids

potencialokat tlizeltek, mint a 5-HT-t tartalmazo sejtek (p < 0,01, 4.1.2. abra).

A a NB VGIuT3 5-HT merged B C
% § [ 24 »
5| VGIUT3(+)/5-HT(-)
B el gl k
b 4
AR A A
- \J\\\;(’\QV x'} \\\\
3 T
Cc
% 0 e
SHT(+) SHT()
| VGIUT3(-)/5-HT(+)
5 )
) ms *

4.1.2. abra. A) példak a neurokémiailag azonositott MRR sejtekre. B) Az A) sejtjeinek atlagos
akcidspotencialjai. C) Az atlagos akcidspotenciadlok hosszanak 6sszehasonlitasa
csoportonként, ahol sziirke vonalak jelzik a csoportokhoz tartozé kdzépértékeket (Ca), illetve
szerotonin-tartalom szerint (Cb) és VGIuT3-tartalom szerint (Cc) kettébontva, ahol az
interkvartilis tartomanyt &brézoltam a vizszintes vonasokkal, a fekete pontokkal pedig a
csoportkdzeépértékeket. A * p < 0,05, a ** pedig p < 0,01 értéket jelol.
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Kuldnbség a tlzelési frekvencidban

A négy sejtcsoport tiizelési frekvenciajat a hippocampalis theta- és nem-theta allapotok
alatt kalon-kulon hasonlitottam 6ssze (két példat a 4.1.3. abran mutatok be). Theta-
allapot soran szignifikdns csoportkilonbseget (Kruskal-Wallis-préba: p = 0,0168)
talaltam, azonban nem-theta alatt nem (p = 0,0769). A theta-allapot alatti

tlzelésifrekvencia-kulonbséget tovabb pontositottam paronkénti Wilcoxon-féle el6jeles
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4.1.3. abra. Példaként bemutatott VGIUT3(+)/5-HT(-) sejt (A) és VGIUT3(-)/5-HT(+) sejt (B)
tlzelése a hippocampalis theta- és nem-theta allapotok fliggvényében. Legfelsé sorban a
sejtaktivitas nyers regisztratuma, alatta a hozza tartozo pillanatnyi, instans tiizelési frekvencia
értékei. Kozépen a sejjtel parhuzamosan regisztralt hippocampalis LFP nyers regisztratuma.
Ez alatt ennek wavelet-transzformatumanak spektralis teljesitménye szinkddolva. A
hippocampalis thetara (uretan-altatasban) jellegzetes frekvenciasavok szaggatott vonallal
jeldlve. Legalul pedig az altalunk hasznalt theta—nem-theta allapotok meghatarozasa. A theta
allapot alatti tuzelést az instans frekvencia gorbéjén a hattérben lévs sérga négyszogekkel
kiemeltuik.

rangprébaval. A VGIUT3(+)/5-HT(-) sejtek jelentésen (p < 0,01) gyorsabban
(kbzépérték: 4,48 Hz) tuzeltek, mint a VGIUT3(-)/5-HT(+) sejtek (kdzépérték: 0,58 Hz).
A VGIUT3(+)/5-HT(+) sejtek szignifikansan nem kilonboztek a tébbitol, mégis
megjegyzends, hogy a tizelési frekvenciajuk kozépértéke (1,95 Hz) az elébbi két
csoporté kozé esett (az egyedi értékeket lasd a 4.1.4. abran). A VGIUT3(-)/5-HT(-)
sejtek gyorsan tlzeltek (kozépérték: 7,00 Hz), hasonléan a VGIUT3(+)/5-HT(-)
csoporthoz, és szignifikansan kilonbozve (p < 0,05) a VGIUT3(-)/5-HT(+) sejtektol.
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4.1.4. &bra. A tuzelési frekvencia (A), annak valtozasa a theta- és nem-theta-allapotok kozott
(B), illetve a tlizelés variabilitasat jellemzd Shannon-entrépia (C) és az akciés potencidlok
kozotti idstartamok (I1S1) variacios koefficiense (D), sejtcsoportok szerint. A * p < 0,05, a **
pedig p < 0,01 értéket jelol.
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4.1.6. abra. Példak a szenzoros aktivacio altal kivaltott sejtvalaszokra, az egyidejii
hippocampalis aktivitast is dbrazoltam a sejtek nyers regisztratumai alatt. A) VGIUT3(+)/5-
HT(-) sejt, B) VGIUT3(+)/5-HT(+) sejt, C) VGIUT3(-)/5-HT(+) sejt, D) VGIUT3(-)/5-HT(-)

Ugyan a Kruskal-Wallis-préba nem emelt ki szignifikdns tizelésifrekvencia-
kilénbséget a hippocampalis nem-theta-allapot alatt (p = 0,0769), a csoportok kozotti
tendenciozus eltérés latszik a 4.1.4. abran. A VGIUT3(+)/5-HT(-) és a VGIUT3(-)/5-
HT(-) sejtek gyorsan tiizeltek (kdzépértékek: 3,78 Hz, illetve 6,23 Hz), naluk lassabban
a VGIUT3(+)/5-HT(+) sejtek (kozépérték: 1,43 Hz), a leglassabbak pedig a VGIUT3(-)/
5-HT(+) sejtek voltak (kozépértek: 0,82 Hz), emlékeztetve a theta-allapot alatt

megfigyelhet6 kildnbségekre.

A tlzelési frekvenciat a csoportokon belul, a hippocampalis theta- és nem-theta
allapotok alatti aktivitasok kozott el6jel-teszttel vizsgaltam. A VGIUT3(+)/5-HT(-) és a
VGIuT3(-)/5-HT(-) sejtek egyarant szignifikdnsan gyorsabbak voltak theta-allapot alatt,
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4.1.7. dbra. Szenzoros aktivaciot kdvets atmeneti és tartos tlizelésvaltozas. A) Mindegyik sejt
normalizalt pillanatnyi tiizelési frekvenciaja, 1 s-o0s ablakokban, sejtcsoportokra bontva. B) Az
ingerlés kezdetéhez viszonyitva, 5 s-mal korabbi, 1 s-mal késdbbi, illetve 5 s-mal késsbbi
normalizalt tlzelési frekvencia (az A) panel adataibol). C-D) A szenzoros ingerlést kovetd
tartés (C) és atmeneti (D) aktivacié aranyszamai, csoportonként. Az egyes csoprotokra
jellemzs kozépértékeket szlirke vonal abrazolja, a VGIluT3-tartalom, illetve 5-HT-tartalom
szerint kettébontott populacidk esetében pedig a kdzépértéket a fekete kor, az interkvartilis
tartomanyt a hozzajuk hdtott vizszintes vonalak mutatjak. A * p < 0,05, a ** pedig p < 0,01
értéket jelol.

mint nem-theta-allapot soran (4.1.4. abra A panel). A VGIUT3(+)/5-HT(+) sejtek
némelyike sokkal gyorsabban tlzelt theta-allapot alatt, mésok pedig nem-theta-
allapothoz kothetéen voltak aktivabbak (4.1.4. adbra B panel), ebbdl kifolydlag
csoportszintii szignifikdns kilonbséget nem taldltam. A VGIUT3(-)/5-HT(+) sejtek
mindegyike lassabban tiizelt theta-allapot alatt a nem-thetdhoz képest, a csoportot
vizsgalva mégsem tudtam jelentés eltérést kimutatni. A theta—nem-theta-allapotok
kozotti thzelési frekvencia valtozdsaban viszont szignifikans kilonbséget (Kruskal-
Wallis-préba: p = 0,0264) taladltam az egyes neurokémiai csoportok kozott. Wilcoxon-

féle elojeles rangprobakkal igazoltam, hogy a VGIUT3(-)/5-HT(+) sejtekre szemben a
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4.1.8. abra. Fazispreferencia. A) Egy példaképpen bemutatott VGIUT3(+)/5-HT(-) sejt
tlizelése, amely koncentralddik az egyideji hippocampalis lasst hulldmokhoz kapcsolédéan
(halvanyrozsaszin hattér emeli ki). B-C) A VGIuT3(+)/5-HT(-) (B) és VGIUT3(-)/5-HT(-)
sejtek (C) tuzelési valdszinisége a hippocampalis lassu hullamok fazisanak fliggvényében.
vastag vonallal jeloltik azoknak a sejteknek az adatait, amelyek esetében az eloszlas
szignifikansan eltért az uniform von Mises-eloszlastél. D) Polaris grafikonok, amelyeken a
tovabbi &llapotok oszcillacidinak fazisdhoz szdmolt preferenciat abrézoltuk (a sejtjekre
vonatkoz6 szines korok pozicidja a grafikon sugarahoz viszonyitva az atlagos vektorhossznak
felel meg. E) az LFP-elvezets elektrodak pozicidja a hippocampusban (balra), illetve a
prefrontélis kéregben (jobbra).
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tobbi harom csoporttal jellemzé a hippocampalis theta-allapot alatti lassabb tiizelés

(4.1.4. &bra B panel).

Kilonbség a tlizelési mintazat variabilitdsaban. A tlzelési mintazat variabilitasat az
akcios potencialok kozotti idotartamok eloszlasanak variacids koefficiensevel
jellemeztem. Nem talaltam azonban sem csoportfliggs, sem &llapotfiiggé szignifikans
kilonbséget (Kruskal-Wallis-préba p-értéke theta-allapot alatt: 0,3216, illetve nem-
theta-allapot alatt: 0,5563) , minddssze tendenciozus eltérések mutatkoztak (4.1.4. abra
D panel). A variabilitds jellemzésére altalam alkalmazott masik mérészam az akcios
potencidlok kozotti idétartamok eloszldsdnak Shannon-entropiaja volt. Nem-theta-
allapot soran szignifikans csoportkilonbséget talaltam (Kruskal-Wallis-préba: p =
0,0365), a VGIUT3(-)/5-HT(+) sejtek tlzelése ugyanis szignifikansan kevésbe volt
variabilis, mint a VGIUT3(+)/5-HT(-) és a VGIUT3(-)/5-HT(-) sejteké (p < 0,01, illetve
p < 0,05). Theta-allapot alatt viszont nem észleltem kiilénséget az egyes neurokémiai
csoportok tuzelésének variabilitasaban (Kruskal-Wallis-proba: p = 0,2603, az egyedi

sejtek adatai lasd a 4.1.4. &bran).

A szenzoros ingerlés hatasa a sejtaktivitasra

Szenzoros ingerlés alatt — amennyiben a teljes spontan aktivitassal hasonlitottam 0ssze —
nem valtozott lényegesen az egyes csoportokra jellemzé tlizelési frekvencia vagy
variabilitdas. Ugyanugy, mint a spontan aktivitds soran, a VGIUT3(+)/5-HT(-) és a
VGIUT3(-)/5-HT(-) sejtek kisulései voltak a leggyorsabbak, naluk lassabban tuzeltek a
VGIUT3(+)/5-HT(+) sejtek, végil a leglassabbnak ezdttal is a VGIUT3(-)/5-HT(+)
csoport tagjai bizonyultak. A variabilitds mérészamait — az akcids potencialok kozotti
szenzoros ingerlés alatt sem talaltam szamottevo csoportkiildnbséget, a theta—nem-theta
allapotok 0Osszehasonlitasanal leirt tendenciaszerii eltérés, miszerint a VGIUT3(+)/5-
HT(-) és a VGIUT3(-)/5-HT(-) sejtek kissé varidbilisabban tuzeltek, mint a 5-HT-t

tartalmazo sejtek, ezuttal is fennallt (részletesen lasd az adatokat a 4.1.5. abran).
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A VGIUT3(-)/5-HT(-) csoport esetében nem taladltam olyan sejtet, ami szamottevéen

novelte volna aktivitdsat a szenzoros stimulalds alatt, azonban néhany sejt kodzlliik

A

w
(@)

tlizelési frekvencia (Hz)
tlzelési frekvencia
véltozasa
ISI elsozlas
Shannon-entropiaja
IS| variacios koeff.

4.1.5. abra. A tizelési frekvencia (A), annak valtozasa a spontan aktivitas és a szenzoros
ingerlés kozott (B), illetve a tiizelés variabilitasat jellemzd Shannon-entropia (C) és az akcios
potencialok kozotti idstartamok (ISI) variacids koefficiense (D), sejtcsoportok szerint. A * p <
0,05, a ** pedig p < 0,01 értéket jeldl, a # pedig sejtcsoporton belili p < 0,05 értéket.

teljesen felfliggesztette a tuzelését. A tobbi harom csoportban eléfordultak szenzoros
ingerlés alatti aktivabb sejtek, viszont a VGIuT3(+)/5-HT(-)-ak kdzott is talaltam egyet,
amely farokcsipés alatt lényegében nem tizelt (lasd a példakat a 4.1.6. abran és az
Osszes sejt reakciojat a 4.1.7. abran). Ezutan a szenzoros ingerlés kivaltotta esetleges
atmeneti aktivitasvaltozast vizsgaltam. Az atmeneti és a tartés aktivitasvaltozas
szdmszerisitésére két valtozot vezettem be. A 5-HT-t tartalmazé sejtekre jellemzé volt
az atmenetileg eltéré tlzelési aktivitds a farokcsipés kezdeti 1 masodpercében. A
VGIUT3(+)/5-HT(+) sejtek mindegyike novelte a tlizelési ratajat ebben az idészakban, a
VGIUT3(-)/5-HT(+) csoport esetében pedig egyesek atmeneti aktivitisndvekedése
mellett mas sejtekre az akcios potencialok frekvenciajanak atmeneti csokkenése volt
jellemzé. A VGIuT3(+)/5-HT(-) sejtek kozul egynel taldltam atmeneti
tlzelésifrekvencia-ndvekedést. Az 5-HT-t tartalmaz6 sejtek mindkét csoportjara — tehat
fuggetlenil a VGIUT3 expresszidjatdl — jellemzé volt az atmeneti aktivitasvaltozas
szenzoros ingerlés kezdetén, szemben a 5-HT-t nem tartalmazo sejtekkel. A szenzoros
ingerlés elsé6 masodpercében atmenetileg megfigyelheté magasabb tlizelési frekvencia
mellett a VGIUT3(+)/5-HT(+) sejtekre jellemzé volt, hogy az ingerlés tovabbi 15
masodpercében is a spontan aktivitashoz képest még mindig nagyobb volt a kisilések
intenzitasa, habar a kezdeti, atmeneti novekedés mértékét ez nem érte mar el. A

VGIuT3(+)/5-HT(-) sejtek eseteben is igazoltam a tartos aktivitasvaltozast, és dsszesitve
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a VGIuT3-expresszald sejtek mindkét csoportjara teljesult, hogy farokcsipést kdvetéen
tartésan megvaltoztatjak tizelési frekvencigjukat, szemben a VGIuT3-t nem termel6
sejtekkel. Annak ellenére, hogy a VGIUT3(-)/5-HT(-) sejtek kozott némelyik — a
csoportatlagnal egyébkent is lassaban tiizel6 — alig produkalt akcios potencialt a
szenzoros ingerlés alatt, rajuk csoportszinten nem volt jellemzé az atmeneti
aktivitasvaltozas (4.1.7. dbra). Az egyes VGIUT3(-)/5-HT(-) sejtek szenzoros stimulalas
alatti minimalis kisulésszamanak kovetkeztében viszont ingerlés alatt az akcids
potencialok kdzotti idotartamok eloszlasdnak Shannon-entropiaja a spontan aktivitashoz

képest szignifikansan csokkent (lasd 4.1.5. abra C panel).

Fazispreferencia. A hippocampus és a prefrontalis kéreg lasst, 0,9-2,5 Hz kozotti
frekvenciaju oszcillacidjahoz faziskapcsolt sejteket a VGIUT3(-)/5-HT(-) csoportban
talaltam, figyelembe véve a kapcsolat erésségét jellemzé atlagos vektorhosszt. Ez a
faziskapcsoltsag a szenzoros ingerlés alatt nem volt kimutathat6. A VGIUT3(+)/5-HT(-)
sejtek aktivitasat is modulaltdk a hippocampalis és a prefrontalis kérgi lassd hullamok,
habér e sejtek esetében az atlagos vektorhossz rendre alacsony volt, ami ellene sz6l az
eros fazispreferencidnak. A theta-aktivitas 2,5-6 Hz-es oszcillaciojadhoz egyetlen
VGIUT3(+)/5-HT(+) sejt tiizelt faziskapcsoltan, ennek ellenére a 5-HT-t termelé sejtek
kozott nem talaltam jellegzetes fazispreferenciat a hippocampalis vagy prefrontalis

kérgi oszcillaciokhoz (4.1.8. abra).

Ritmikus tlzelés. A hippocampalis vagy prefrontalis kérgi ritmusokhoz valé gyenge
faziskapcsoltsdg mellett az ltalunk elvezetett sejtekre sajat ritmikus aktivitas sem volt
jellemzé. Mindossze egyetlen VGIUT3(+)/5-HT(-) és egyetlen VGIUT3(-)/5-HT(+) sejt
autokorrelogramjai fedtek fel gyenge, 1 Hz kordili ritmicitast. Szenzoros stimulalas alatt

egyetlen esetben sem talaltam ritmikus tlizelést.
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4.2. A raphe-hippocampalis rostok interneuronokra gyakorolt hatasa

Az elvezetett sejtek alapvets csoportositasa. A raphe-hippocampalis rostok ingerlésének
hatasat 52 hippocampalis sejt elvezetése soran vizsgaltuk. Ezek kozul 8-at
Neurobiotinnal feltoltottink és a szovetanni feldolgozas utan a hippocampusban
megtalaltunk, morfoldgidjuk alapjdn mind interneuronok voltak. Ezek kozul az
interneuronok kozil 4 esetben neurokémiai azonositast végeztink, melynek
eredményeképpen 1 CB-tartalmi és 1 CCK-tartalmu sejtet talaltunk a hippocampus
CALl aregjaban a stratum radiatum és a stratum lacunosum-moleculare hataran, 1
tovabbi CCK-tartalmu sejtet a CA3 area stratum pyramidalejaban, és 1 szomatosztatin
(SOM)-tartalm0 sejtet a gyrus dentatus stratum granulare suprapyramidale alatt, a
hilusban azonositottunk, ez utdbbiban a P-anyag-receptorait (SPR) is kimutattdk az
immunhisztokémiai tesztjeink. A 44 tovabbi, jeléléanyaggal fel nem toltétt sejtet az
elektrofiziologiai paramétereik (akcids potencidl hossza, atlagos tlzelési frekvencia,
komplex Kislléssorozat jelenléte) alapjan 3 (feltételezett) principalis sejtre és 41

(feltételezett) interneuronra osztottuk.

A raphe-hippocampalis rostok ingerlésének hatasa az elvezetett sejtekre. A
hippocampalis sejteknek a MRR elektromos stimulélasara adott reakci¢jat az alabbi

kategdriakba soroltuk:

a) gyors (15 ms-nal kisebb latencidju) aktivacio, melyet 16 sejtnél regisztraltunk,
b) lassu (15 — 50 ms kozotti latencija) aktivacio, ezt 7 esetben mértik,
c) nagyon lassu (50 ms folotti latenciaju) aktivacio, melyet 4 sejt mutatott,

d) gatlas kezdeti aktivacio nélkil, ezt 25 sejt esetében igazoltuk.

Az ingerlést 15 ms-nal kisebb latencidval kovetd, gyors aktivaldédas gyors szinaptikus
serkentésre utalt, kisérleteink, majd eredményeink kiértékelésénél ennek tisztazasara
helyeztik a hangsulyt. Mivel ezt a gyors aktivaciot mar a kezdeti kisérletekben

megfigyeltiik, a késébbiekben célzottan ezt a vélasztipust kerestik. Abban az esetben
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jeloltik meg az elvezetett sejtet, ha lattuk a gyors aktivacio jeleit, ebbél kifolyolag mind
a 8 jeldléanyaggal feltdltott neuron (koztliik a 4 neurokémiailag azonositott is) olyan

sejt, amely esetében ezt a gyors valaszt regisztraltuk.

A gyors aktivacio jellemzése. A 16 gyors aktivaciot mutatd sejt az elektromos
pulzusokat kovetéen atlagosan 8,9 + 0,58 ms latenciaval silt ki (példat a 4.2.1. &bran
mutatok be). A vélasz sikerrataja 65,7 + 5,29% volt, azaz a pulzusok ekkora hanyadat
kovette akcios potencial e rovid idéablakon belul. Az aktivacio idében erésen fokuszalt
volt: a latenciaidék szordsa 1,7 + 0,19 ms, a kisuléshez vezet6 legrévidebb és
leghosszabb latencia kozti kilonbség pedig 8, 05 + 1,03 ms volt. A kontrollhoz képest a
stimulalas 491,2 + 155,24%-o0s aktivitasndvekedest eredmenyezett. Ezekkel szemben a
7 lassu aktivaciot produkald sejt a stimulust kdvetéen atlagosan 23,12 £ 2,97 ms-0s
latencidval silt ki, a valasz kevésbé volt fokuszalt, a sz6rés 6,7 + 1,22 ms, a legrovidebb
és leghosszabb latencia kozti kilonbség 32,14 + 8,15 ms volt. A kontrollhoz képest

148,95 + 26,37%-0s aktivitdsndvekedést mértiink, viszont a sikerrata 73,66 + 8,15%
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4.2.1. &bra. Példaképpen bemutatott interneuron valasza a MRR elektromos ingerlésére. A
felsg grafikonok soronként minden egyes stimulalast kdveté akciés potencialok idejét
mutatjak, bal oldalon rénagyitva az elsé 15 ms eseményeire. Az also grafikonok az 0sszes
stimulalas alapjan az akciés potencialok iddbeli eloszlasat abrazoljak, a kontrollhoz képest.

volt. A fenti paraméterek kozotti kiillonbség — kivéve a sikerratat — szignifikans volt (p <
0,05). Egyetlen sejt esetében a stimuldlas utan kdvetkezé kisulés atlagos latenciaja
ugyan 15 ms-nal révidebb volt, mégis a lassu aktivaciot add csoportba soroltuk, mert a

valasz idobeli fokuszaltsdganak paraméterei a tdbbi lassan valaszold sejtnél mért
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tartomanyba esett. Tovabba, 4 gyorsan aktivalodo sejt esetében az akcios potencidlok
egy masodik, hosszabb latenciaérték koril is csoportosultak: a serkentédés gyors
komponensének &tlagos latencigja 9,14 £+ 0,4 ms, a lassi komponensének 23,13 + 4,57
ms volt. A legrévidebb és leghosszabb latencidk kozti kilénbség a gyors komponens
esetében 8,55 + 0,82 ms, a lassi komponensnél 11 + 4,28 ms volt. A stimulalo
pulzusokat a rovid latenciaju kistlés 51,8 + 3,2%-ban, a hosszabb latencidju kisulés
pedig 42,88 + 14,48%-ban kovette. Ezt a 4 sejtet a gyorsan aktivalodoak kozott
targyaljuk.

A sejtek gatlédasa a raphe-hippocampalis ingerlés sorén. Az stimuldlé pulzusokat
kovetéen 25 sejt esetében a kistlések szama csokkent, aktivitasndvekedést még hosszu
latenciaval sem figyeltiink meg. Ezeket a neuronokat a MRR elektromos ingerlése tehat
gatolta. Kiemelem, hogy e kozott a 25 sejt kdzott volt az elektrofizioldgiai jellemzék
alapjan principalis sejtként klasszifikalt 3 neuron is. A 4.2.2. abran példaképpen
bemutatott, a hippocampus CA1 areajanak principalis sejtje a pulzusokat kovetéen 1,5
ms latenciaval gatlddott (a principalis sejtek egyébként is alacsony tiizelési frekvenciaja
torzithatja a gatlasos valasz jellemzéit), e hatas 63,5 ms-ig fennallt a kistilések ratajanak

96,2%-0s csokkenését okozva.
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4.2.2. 4bra. Egy hippocampalis piramissejt valasza a MRR ingerlését kdvetsen. A felsd, kisebb
beillesztett dbran lathat6 a piramissejtekre jellemzd burst-szerii tiizelési aktivitas.
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A 16 gyors aktivaciot mutatd sejt kozul 10 esetben a kezdeti aktivaciot a kisiilések
gatlasa kovette. Az akcids potencidloknak e ritkulasa az ingerlé pulzusok utan 90,6 +
4%-ban jelentkezett, 15 + 1,71 ms latenciaval. A gétlas idotartama, azaz a serkentés
vege és a gatolt idészak utani elsé akcids potencial latenciaja kozotti kilonbség 144,85

+ 17,32 ms volt.

Hatas az ingerls aram erdgssegének fliggvényében. A gyorsan aktivalodo sejtek kozal 10
esetében teszteltik a hatasbeli kilonbséget 0,5 mA-es és 1 mA-es (egyes esetekben
ehelyett 0,7 mA-t allitotunk be) ingerl6 intenzitds kozott. Ennek a 10 neuronnak az
esetében a nagyobb ingerlé aramot koveto kisllés sikerrataja 67,9 + 5,5% volt, amely az
alacsonyabb ingerl6 aram alkalmazasa soran 52,7 + 6,7%-ra csokkent. Az atlagos
latencia 8,61 + 0,67 ms-rdl 9,26 + 0,8 ms-ra valtozott, a latenciaértékek szorésa pedig
1,72 £ 0,23 ms-rol 2,27 + 0,36 ms-ra (4.2.3. abra). Ezek a valtozasok nem bizonyultak
szignifikansnak (p > 0,05).
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4.2.3. abra. Két interneuron (A és B) aktivacioja az ingerlé aram ergsségének fliggvényében
(az aramerdgsséget lasd az abrak felett). A felsg grafikonok soronként minden egyes stimulalast
kovets akcios potencidlok idejét mutatjdk, az alsé grafikonok pedig az dsszes stimulélas
alapjan az akcids potencialok idébeli eloszlasat &brazoljak, a kontrollhoz képest.
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A gyors aktivacié glutamatreceptor-fliggése. A MRR stimulalasat koveté gyors
aktivacio hatterében all6 mechanizmus felderitésére az AMPA-tipusu glutamat-receptor
blokkoldjat (NBQX) iontoforetizaltuk lokalisan az elvezetett sejt kdrnyezetébe. Ezt a
farmakoldgiai tesztet 6 olyan sejt esetében végeztik el, amelyek az els6, még
farmakonmentes elektromos ingerlésre gyors aktivacioval reagaltak. Az NBQX
iontoforézise alatt Ujbol stimuldltuk a MRR-t, és kovettiik, hogyan valtozik a
hippocampalis sejtek valasza. E16szor 2 percen keresztil iontoforetizaltunk NBQX-t, ez
alatt a gyors aktivacié sikerrataja 53,8 + 4,5%-ra csokkent, a valtozas szignifikans volt
(p < 0,05). A szignifikans sikerratacsokkenés mellett a valasz latenciaja (az eredeti
105,4 £ 9,9%-a lett), illetve annak szorésa (az eredeti 163,3 = 51,3%-a lett) nem
valtozott érdemben (p > 0,05). Az NBQX hatasa reverzibilis volt, a farmakon
iontoforezisenek felfliggesztése utan végzett elektromos stimulalas sikerrataja a legelsé
stimulélds értékének szintjére emelkedett. Ezutdn 3 esetben megismételtik a
farmakoldgiai blokadot, ezuttal viszont mar 5 percen keresztil iontoforetizaltunk
NBQX-t, ami alatt az elektromos pulzusok minddssze 29,7 + 11%-at kdvette gyors
Kistlés (4.2.4. &bra). Ebben az esetben a megmaradt aktivacio latenciaja az eredeti 95,1
+ 17,2%-a lett, a latencia szorasa pedig az eredeti 144,8 + 24,9%-a lett, egyik eltérés

sem bizonyult szignifikansnak (p > 0,05).
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4.2.4. dbra. Az NBQX hatasa a MRR ingerlését kdvets gyors aktivalédas sikerratajara egy
példasejt esetében (A), illetve mindegyik tesztelt sejt esetében (B).
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Az egyik sejt esetében az egyébként hasznalatos -40 nA iontoforetizalo aram mellett -80
nA-t is alkalmaztunk, szintén 2 percen keresztiil. A nagyobb iontoforetizalé aram
egysegnyi id6 alatt nagyobb mennyiségben mozgatja meg a toltéssel rendelkez6
molekulékat, ennélfogva erételjesebb hatdst képes kifejteni. Az elektromos ingerlés
kezdeti 62,9%-0s sikerratajat az elsé, -40 nA-es iontoforezis 39,3%-ra csokkentette,
majd a masodik, -80 nA-s iontoforézis pedig 29,5%-ra. Mivel mind az iontoforézis
idotartama, mind az alkalmazott aramerésség befolydsolja az elvezetett sejt
kornyezetébe kerilé hatéanyag mennyisegét, a fenti kisérletek soran bizonyitottuk,
hogy az NBQX dozisfliggéen, reverzibilisen és megismételhetéen képes géatolni a
hippocampalis interneuronoknak a MRR elektromos ingerlését koveté gyors

aktivaciojat.

A lassu aktivacié glutaméatreceptor-fliggése. Az AMPA-tipusu glutamat-receptor
részvételét a lassu aktivacidban két sejt esetében tudtuk vizsgalni. Ez a két sejt mutatott
a gyors aktivacio mellett hosszabb latenciaju serkent6dést is azok kézott a neuronok
kozott, amelyeknél Kiprébaltuk az NBQX hatasat. Az egyik esetében az NBQX
iontoforézise alatt csokkent a lassu aktivacio sikerrataja is (a gyors aktivacioé mellett), a
masik sejt esetében viszont nem. Az elézéeken kivul két olyan sejt esetében is
teszteltiink az NBQX hatasat, amelyeknél gyors serkentédés nem fordult elé, hanem
lassu aktivacidval valaszoltak a MRR ingerlésére. Ezeknél a stimulélas sikerratajat az
AMPA-tipust glutamétreceptor blokkolasa 0,7%-kal valtoztatta meg, amit hatastalannak

tekintettink.

Az 5-HT3 receptorok szerepe. A hippocampalis sejteknek a MRR elektromos ingerlésére
adott valaszaban felvetodott az 5-HT3 receptorok szerepe is, ennek tisztazasa céljabol e
receptor antagonistajat, ondansetront alkalmaztunk egyes farmakolégiai tesztjeinkben. A
farmakonmentes elektromos stimulaciora gyors aktivacioval reagald sejtek kozil
Osszesen 6 esetben intraperitonealisan injektaltuk. Négy esetben az injekcio utani 5.,
valamint harom esetben az injekcio utani 10. vagy 15. percben kezdtiink Ujabb

elektromos stimulalast (volt olyan Kkisérlet, ahol az ondansetron injektalasat kovetéen
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4.2,5. abra. Ondansetron hatasa a MRR ingerlése altal kivaltott gyors serkentés utani,
hosszabb latenciaju gatlas idstartamara (A), a gyors serkentés iddbeli fokuszaltsagara (B),
valamint annak sikerratajara (C).

két ingerléssorozatot is inditottunk). Az injekcié utan 5 perccel inditott ingerlés altal
kivaltott gyors aktivacio sikerrataja a kontroll 66,6 + 18,2%-ara csokkent, a valasz
latenciaja a kontroll 106,2 + 7,4%-a lett, a latencia szorésa pedig 138,8 + 37,3%-ra
novekedett. Az injekcié utdn 10 vagy 15 perccel inditott stimulalasra adott valasz
sikerrataja a kontroll 94,2 + 20,3%-a, latencidja a kontroll 102 + 3%-a, latenciajénak

szorasa pedig a kontroll 129,5 + 21,2%-a volt (4.2.5. abra B és C panelek).

Egy Kkisérlet sordn az ondansetron intraperitonealis injekcidja utdn NBQX-t is
iontoforetizaltunk az elvezetett sejt kdzelébe. A MRR-ingerlésre adott gyors aktivacio
ondansetron adasa elétti sikerrataja 64,5% volt, ami ondansetron hatdsa alatt 29,5%-ra

csokkent, ezutdn az NBQX jelenlétében tovabb csokkent 22,6%-ra.

A kozil a 6 sejt kozll, amelyek elvezetése soran ondansetront is injektaltunk az
allatoknak, 5 esetben regisztraltunk a MRR ingerlés altal kivaltott gyors aktivaciot
kdveto gatlast. Ennek a gatlasnak az id6tartamat mind az 5 sejt esetében jelentésen
csokkentette az ondansetron (4.2.5. abra A panel). A gétlas atlagos idétartama 148,5 +
32,85 ms-rol 83,25 + 14,13 ms-ra csokkent (p < 0,05).

A farmakolodgiai tesztek hatasa a sejtek alapaktivitasara. Az ondansetron vagy az

NBQX alkalmazasa nemcsak a MRR elektromos stimulalasara adott valaszt
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befolyasolhatja, hanem a hippocampalis sejtek alapaktivitasat is. Ennek tisztazasa
érdekében az elsé elektromos ingerlést megel6z6 kontroll &llapot alatti és a
farmakologiai teszt soran, a stimulaldsi idészakon kivil mért tiizelési frekvenciat
0sszehasonlitottuk. Ondansetron injekciojat kovetéen a tesztelt 6 sejtbol 5 esetben
talaltunk jelentés, 25%-nal nagyobb eltérést a kontrollhoz kepest: 3 neuronnak nétt, 2-
nek pedig csokkent a tuzelési frekvenciagja. NBQX iontoforézise soran 6-bdl 4 sejt
esetében legalabb 25%-kal csokkent a tlizelési frekvencia. Az aktivitas ilyen mértéki
eltérése akar hozzajarulhatott az ingerlé pulzusokat koveté kisilés sikerratajanak
csokkenéséhez is. Ezért megvizsgaltuk, hogy az el6bb leirt aktivitascsokkenés
magyarazza-e, pontosabban korrelal-e az ingerlés Kivaltotta aktivacid sikerratajanak
csokkenésével. Sem a hippocampalis theta-, sem a nem-theta allapotok alatt nem
korrelalt az NBQX iontoforézise (theta alatt: r2 = 0,1669, illetve nem-theta alatt: r2 =
0,0133) vagy az ondansetron adasa alatti (theta alatt: r2 = 0,06, illetve nem-theta alatt: r?
= 0,2102) tuzelésifrekvencia-valtozas a MRR ingerlésére adott valasz sikerratajanak

csokkenésével (4.2.6. abra).
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4.2.6. dbra. NBQX (A) és ondansetron (B) hatasa alatti elektromos stimulalasok soran mért
atlagos tlzelési frekvenciavaltozas — d(FR) — a stimulé&last megelézé vagy kovets kontroll
szakaszokhoz képest (x tengely), illetve az elektromos ingerlés kivaltotta gyors serkentés
sikerratajanak véaltozasa — d(SR) — a kontroll stimulélashoz képest (y tengely). A theta- és
nem-theta allapotok alatti stimulalasokat kullon kezeltik.

A gyorsan aktivalodo sejtek elektrofiziologiai jellemzése. A hippocampus theta- és nem-
theta-allapotanak fuggvényében azoknak a sejteknek a tlizelési mintazatat vizsgaltuk,

amelyek a MRR elektromos ingerlésére gyors latencidval aktivalodtak. A két
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hippocampalis allapot alatt a sejtek tiizelési frekvenciajat, a theta-ritmusos tuzelésre
utalé theta-moduléci6 faktorat, valamint a theta-hullamok fazisahoz val6 kapcsoltsagot
jellemeztiik. Ritmusos tlzelésrél beszéliink, ha a sejt kisllései periodikusan, a
theta(2,5-6 Hz-es)-oszcillacio szerint csoportokba rendezédve fordultak el6. Ha az
akcios potencialok nem csoportokba rendezédve, hanem hozzavetélegesen egyenletes
idokozonként, egyesével ismétlédnek, reguléris tlizelésnek neveztik a mintazatot.
Egyéb esetekben pedig irreguléris tlizelési mintazat kifejezést hasznaltunk. A sejteket
kategorizaltuk aszerint is, hogy jelentésen kilonbozott-e a nem-theta- és theta-allapotok

alatti tizelési frekvencidjuk.

A négy neurokémiailag azonositott sejt eltért egymastol a tiizelési mintazatukban. A
CAS3 area stratum pyramidalejdban megtalalt CCK-tartalmd interneuron a hippocampus
theta-allapota alatt gyorsabban tlizelt a nem-thetdhoz képest, kisllései pedig theta-
ritmus szerint csoportosultak. Ehhez hasonl6é aktivitdst mutatott két tovabbi,

neurokémiailag nem azonositott interneuron is.

A masik, CA1 felszinesebb rétegeinek hataran azonostitott CCK-tartalmu sejt irregularis
tlizelésében nem volt szamottevé kilonbség a nem-theta—theta allapot kozott. A CB-
tartalmd interneuron is irregulérisan tlzelt, theta-allapot sordn pedig enyhén begyorsult
(a frekvenciabeli kulonbség azonban nem érte el az 50%-ot). Egy tovabbi interneuron
esetében regisztraltunk az elébbi kettéhdz hasonlo tlizelési mintazatot. Talaltunk két

masik sejtet, amelyek reguléris tiizelését nem befolyasolta a hippocampalis allapot.

A negyedik azonositott sejtlinknél, amely SOM-t és SPR-t expresszalt, sem talaltunk
ritmikus tuzelést, viszont theta-allapot soran jelentésen lassult az aktivitasa. Ezen kivl
két masik irregularisan tiizel6 interneuront talaltunk még, amely theta-alatt Iényegesen

lassabb volt.

Harom, immunhisztokémiaval nem azonositott, irreguléris tiizelé interneuron az el6z6

csoporttal szemben theta-alatt jelentésen novelte aktivitdsat. Egy tovabbi olyan
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interneuront vezettlink el, amely tiizelési frekvenciajat a nem-theta—theta allapotok nem

befolyasoltak, viszont kisulései erésen kapcsolédtak a theta-ritmus fazisahoz. Végil

regisztraltuk egy olyan interneuronnak a tizelési mintazatat is, amely borsztszerd,

komplex Kkislléssorozatokat produkalt, és theta-allapotban tdbbszorésére novelte

tlzelési frekvenciajat (a sejtek paramétereit a 4.2.1. tdblazatban foglaltam dssze).

4.2.1. tdblazat. Gyors serkentés mutatd interneuronok elektrofiziolégiai jellemzgi. NA: nincs
adat. ON: theta-allapotban legalabb 50 %-os tlzelésifrekvencia-névekedés a nem-theta
allapot alattihoz képest. OFF: theta-allapotban legalabb 50 %-os tizelésifrekvencia-
csokkenés a nem-theta allapothoz képest. enyhén: theta alatt enyhén aktivalédo sejt, az 50 %-
os frekvenciandvekedést nem érte el.

E&ZSIéSi frekvencia theta-modulécio (%) preferélt ?gg{;:ilzt — kategoria
czim ithga | dtagos | T
e | e |t e | G0 [vkor |0 |
758 3,21 12,76 7,46 35,29 0,1 0,58 CCK ON | ritmusos
787 1,94 3,06 12,6 6,63 85,36 0,78 ON | ritmusos
796 5,7 9,01 4,2 37,41 71,69 0,51 ON | ritmusos
1015 3,59 14,96 6,61 9 215,28 0,37 ON | komplex
560 7,15 6,86 5,05 3,77 16,84 0,25 CCK nem | irregularis
804 3,47 3,88 7,43 4,88 308,55 0,4 nem | irregularis
992 7,06 9,32 14,82 10,34 NA NA CB enyhén | irreguléris
851 8,71 NA 34,36 NA NA NA nem | regulris
908 23,11 NA 12,21 NA NA NA nem reguléris
907 8,84 1,39 2,4 3,43 NA NA SOM/ OFF | irreguléris
SPR

682 8,75 3,46 7,17 3,55 NA NA OFF | irreguléris
1008 3,81 NA 33,24 NA NA NA OFF irregularis
909 1,43 2,98 0,94 4,09 NA NA ON irregularis
911 0,37 31 3,96 3,96 NA NA ON irregularis
1034 4,32 6,64 10,49 5,42 NA NA ON irreguléris
1022 4,13 3,56 8,08 8,75 178,93 0,75 nem | ritmusos
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5. Megbeszélés

5.1. AMRR sejtjeinek elektrofizioldgiai jellemzése

Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a MRR VGIUT3(+)/5-HT(-) sejtjei alapveté in vivo
elektrofiziologiai paramétereikben kilonbdznek a VGIUT3(-)/5-HT(+) tarsaiktol. Az
5.1.1. osszefoglal6 tablazatban feltiintettem a legjelentésebb fizioldgiai kiillénbségeket,
amelyeket az egyes MRR-populaciok kozott talaltunk. A glutamaterg sejtek gyorsabban
tlizelnek, és a hippocampus theta-oszcillacioja soran novelik aktivitasukat szemben az
azt csokkent6 szerotoninerg neuronokkal. A glutaméterg-szerotoninerg transzmisszidra
is képes VGIUT3(+)/5-Ht(+) sejtek egyik el6z6 csoporttdl sem kilonboztek jelentésen, a
sejtek paraméterei jellemzéen e két csoport kozépértekei kozé estek. A tizelés
variabilitdsaban alig talaltunk szignifikans kilonbséget — annak ellenére, hogy a
Kistlések kozotti idoéintervallumok variacios koefficiense mellett kiszamoltuk az

érzékenyebbnek tartott Shannon-entropiat is.

5.1.1. tablazat. A MRR-sejtek fobb elektrofizioldgiai killénbségei.

sejtcsoport akcids potencial tlzelési frekvencia = atmeneti tartos aktivalodas

hossza (egymashoz tlizelésvaltozas Szenzoros
viszonyitva) SZenzoros ingerlésre
ingerlésre

VGIUT3(+)/5- rovid gyors nem igen

HT(-)

VGIuT3(+)/5- hosszu kozepes igen igen

HT(+)

VGIUT3(-)/5- hosszu lassu igen nem

HT(+)

VGIUT3(-)/5- rovid gyors nem nem

HT(-)

A nem-glutamaterg, nem-szerotoninerg sejtek — melyek kozott a publikalt adatok
(Descarries és mtsai 1982, Hioki és mtsai 2010, Varga és mtsai 2001) alapjan féleg
GABAerg sejtek lehetnek, &m ezt ebben a tanulmanyban nem volt célunk bizonyitani —

a vizsgalt elektrofizioldgiai paramétereikben emlékeztettek a VGIUT3(+)/5-HT(-)
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sejtekre. Koradbbi tanulmanyokban az immunhisztokémiai azonositas nélkil elvezetett
raphe-sejteket gyorsabb vagy lassabb tizelési frekvenciajuk alapjan kulonitették el
(Viana Di Prisco eés mtsai 2002). Figyelembe véve jelen eredményeinket, ez félrevezeto
lehet, hiszen két - vélhetéen funkcionalitdsaban is elkilonulé — populécid
hasonloképpen gyorsan tlzel. A szerotoninerg sejteket ezenkivil akcids potencialjaik
szélessége alapjan (Kocsis és Vertes 1996, Allers és Sharp 2003, Kirby és mtsai 2003,
Hajos és mtsai 2007), illetve 5-HT:1a receptor kozvetitette gatlasuk alapjan szoktak
azonositani (Viana Di Prisco és mtsai 2002). Eredményeinkbdl latszik, hogy a
szerotoninerg sejteket hosszabb, a nem-szerotoninerg sejteket rovidebb akcids
potencidlok jellemzik, mindez viszont fliggetlen a VGIuT3-tartalomtol. A korabbi
tanulmanyokban ezzel a modszerrel elkuldnitett szerotoninerg sejtek kozott ezért
keveredhettek a glutamaterg-szerotoninerg kotranszmissziora képes és tisztan
szerotoninerg neuronok adatai. A farmakologiai megkdzelitéssel detektalt szerotoninerg
neuronok kozott is lehettek glutamaterg kotranszmissziora képesek, sét, talaltak olyan
szerotoninerg sejteket, amelyek 5-HT1a receptort nem is expresszalnak (Kiyasova és
mtsai 2013). A genetikai megkdzelités sem jelent nagyobb segitséget, mert a Sert-Cre
(Zhuang és mtsai 2005), a TpH2-Cre (Weber és mtsai 2009, 2011) vagy a VGIuT3-Cre
(Tatti és mtsai 2014) térzsekben a glutamaterg-szerotoninerg kotranszmissziora képes
sejteket nem lehet elkildniteni. A raphe-kutatasban gyakran hasznalt ePet-Cre (Scott és
mtsai 2005), ileltve Petl-Cre (Pelosi és mtsai 2014) szintén nem megbizhat6, hiszen
VGIuT3-expresszalé sejteket is jelol, ugyanakkor minden egyes szerotoninerg sejtet

pedig nem (Kiyasova és mtsi 2011, S6s és mtsai 2017).

Tovéabbi megfigyelésink, hogy a VGIUT3(-)/5-HT(-) sejtek nem mindegyike
helyezkedett el a nucleus raphe paramedianus terliletén — ahogy azt egyébként a
GABAerg raphe-sejtektsl varnank —, hanem egyesek teljesen a kdzépvonalban voltak
(lasd 4.1.1. &bra). Ennek magyarézata lehet, hogy az azonositott VGIUT3(-)/5-HT(-)
sejtjeink kozott dopaminerg neuronok is vannak, hiszen a MR-ban igazoltak
dopaminerg (vetit) sejteket (lasd 1.3. alfejezet). Tovabbi lehet6ség, hogy ezidaig

ismeretlen GABA-, VGIUT3- és szerotoninmentes populécidval van dolgunk. Ahogyan
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az immuhisztokémidban altalaban, esetiinkben sem szabad teljesen megfeledkezni a
negativ eredmények nehéz értékelésérél, hiszen attél, hogy a tesztjeink nem detektalnak
egy fehérjét, az még jelen lehet a vizsgalt sejtben. Az alnegativ eredmény lehet6ségének
ellentmod, hogy az immunonegativitast mutatd sejtek fiziologiailag elkuloniltek az

immunopozitiv (tehat a tébbi harom) populacioktol.

Mindezeket figyelembe véve, a MRR VGIuUT3- és szerotonintartalom szerinti
klasszifikaciojahoz olyan mddszerre volt szikségunk, amellyel az elvezetett sejt
neurokémiai identitasat meggyézéen megallapithatjuk. llyen moédszer a juxtacellularisan
elvezetett sejt jel6léanyaggal valo feltdltése késébbi, szoveti fixalast koveto
immunhisztokémiai azonositdsa celjabol (Pinault 1996). Ezért ezt a modszert
alkalmaztuk uretan-altatott alaltokban. Az uretan-altatasnak két elénye volt kisérleteink
sorén, egyrészt — mivel a kordbban publikalt raphe-elvezetéseket javarészt szintén
uretan-altatasban végezték (Viana Di Prisco és mtsai 2002, Kocsis és mtsai 2006) — a mi
adatainkat is értelmezhettilk ezek tikrében, masrészt lényegesebb, hogy az uretan-
altatas a természetes alvas soran megfigyelt agyi allapotvaltozasokat jolI modellezi, és
hatdsa alatt hippocampalis theta-oszcillacio is el6fordul (Clement és mtsai 2008,
Pagliardini és mtsai 2013). A theta-oszcillacid jelenléte, illetve kivalthatosaga fontos
szempont volt, hiszen a raphe-sejtek aktivitdsukat a kordbbi adatok és feltételezések
szerint ahhoz igazitjak (lasd 1.4. alfejezet), fizioldgiai jellemzésik soran veleményiink
szerint nem maradhatott el a hippocampalis &llapottol fliggoé tuzelési aktivitas

vizsgalata.

Kilon kiemelném a VGIUT3(+)/5-HT(+) neuronokat, amelyek szignifikansan nem
kilonbdztek sem a tisztan glutamaterg, sem a tisztan szerotoninerg populaciotél, hanem
paramétereik e két csoporté kozé estek. Okaty és munaktarsainak tanulmanyabdl (Okaty
és mtsai 2015) tudjuk, hogy a MRR sejtek VGIluT3-expresszidja korreldl tobb mas,
ingerelhetséget, tlzelési aktivitdst, neurotranszmissziot befolyasol6 fehérje
termelésével. El6fordulhat, hogy a szerotninerg-glutamaterg egy atmeneti, atalakuloban

Iévo sejteket tartalmazd csoport, és ezért a fizioldgiai tulajdonsdgaikatt meghatarozo
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fehérjek expresszidja eppen valtozik, ennek lenyomatat latjuk mind a glutamaterg, mind
a szerotoninerg populédciéra hasonlité tulajdonsagaikban. Neuronok ilyen
fenotipusvaltasat megfigyelték mar mas agyteruleteken (Dulcis és mtsai 2013, Dehorter
és mtsai 2015), azonban ennek ellentmond éppen Okatyék megallapitasa, miszerint a
VGIuT3-termelés szerint szétvalasztott raphe-sejtcsoportokon bellli expresszios
mintazat nem volt variabilis. Eppen atalakuloban 1évé sejtektél ugyanis a fenotipust
meghataroz6 fehérjék varidbilis termelését varnank. Masrészt, mar régebben
megfigyelték, hogy patkanyokban az életkorral valtozik a szerotoninerg rostok
morfologidja (Davidoff és Lolova 1991), és ennél még lényegesebb, hogy a
szerotoninerg sejtek antidepresszans gyogyszerelés hatasara elveszthetik szerotoninerg
fenotipusukat, ehelyett noradrenalint Urithetnek, a locus coeruleus egyes sejtjei meg
éppen forditva, szerotonint kezdenek termelni és felszabaditani noradrenalin helyett
(Baudry és mtsai 2010). A szerotoninerg sejtekben tehat lehet egy fenotipusvaltési
potencidl. Erre a tanulmanyunk ugyan nem szolgéltat direkt bizonyitékot, de a késobbi

kutatasok soran érdemes lehet megfontolni ezt a potencialis jelenséget.

A szerotoninerg sejteket a kezdeti fiziologiai vizsgalatok alapjan egyontetiien lassan
tlizel6 sejteknek tartottak, amelyek aktivitasa koveti az éberségi szintet, REM-alvés alatt
kerlilnek a legnagyobb gatlas ala (Jacobs és Fornal 1999). Késobb kideriilt, hogy egyes
szerotoninerg sejtek gyorsabb, theta-oszcillaciohoz kapcsolt ritmusos Kistlésekre
képesek (Kocsis és mtsai 2006), még késébbi eredmények alapjan pedig kirajzolodott
egy kép a szerotoninerg sejtekrél, miszerint a kornyezeti ingerek valtozatos
paramétereihez kapcsolodhat aktivitdsuk (Ranade és Mainen 2009). Az Aaltalunk
bemutatott szerotoninerg setjek elektrofiziologiai tulajdonsagaikban emlékeztettek a
kordbban, masok altal publikaltakra (Mosko és Jacobs 1974, Trulson és Jacobs 1979,
Urbain és mtsai 2006), ugyanakkor nem azonositottunk theta-ritmusos sejtet (egyik
neurokémiai csoportban sem). A Kocsis és munkatarsainak 2006-os cikkében kozolt
theta-ritmusos raphe-sejtek poziciojat megnézve, vélhetéen ennek oka az, hogy ¢k a

MRR eltér6 alrégidiban vezettek el neuronokat. Ezzel egyitt nem zarhatjuk ki, hogy
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akar a glutamaterg-szerotoninerg, akar a tisztan glutamaterg csoportban is legyenek

theta-ritmusban tlizel6 sejtek.

Szenzoros ingerlés jellemzéen novelte a sejtek tlzelési aktivitdsat, azokét a
szerotoninerg sejtekét is, amelyek az uretan-altatas alatt spontan kialakuld theta-
oszcillacidk soran kevesebbet tiizeltek. Lényeges kiilonbség volt — amely mind a négy
vizsgalt sejtpopulaciot elkilonitette egymastol — a szenzoros aktivacio kezdetére adott
valasz. A glutamaterg sejtek (a VGIUT3(+)/5-HT(+) csoport is) jellegzetesen, tartdsan
megnovelték tizelési frekvenciajukat, de kozllik csupan a szerotoninerg-glutamaterg
koexpresszald populacié adott egy atmeneti, még gyorsabb tizelésbeli valaszt. A
VGIuT3-at nem termel6 szerotoninerg csoport is atmenetileg aktivalodott, de tartos
aktivitasfokozas nélkil. A nem-glutamaterg, nem-szerotoninerg sejteket — ellentétben a
tobbi elektrofiziologiai paraméterrel — elkulonitette a VGIUT3(+)/5-HT(-) sejtektdl,
hogy az elébbieknél nem taldltunk jellegzetes szenzoros ingerléssel kivaltott valaszt.
Ezek alapjan lathatjuk, hogy a MRR e négy sejtpopulécioja fiziologiailag — ebbél
fakadoan feltételezhetéen funkcionalisan is — elkulonil egymastol. A szenzoros
ingerléshez kapcsolodé aktivacio forrasat nem vizsgaltuk, ehhez az afferenseknek olyan
sejttipusspecikus feltérképezesére lenne szikség, mint amelyet MRR szerotoninerg
sejtjeinek esetében az 1.3. fejezetben bemutattam. A MRR GABAerg és VGIuT3-
expresszald sejtjeinek bemenetét ugyanis nem ismerjik. Feltételezésiink szerint azonban
egy ilyen szenzoros aktivacié a periaquaeductalis sziirkeallomanyon kiviul (Braz és
mtsai 2009) az agytorzs noradrenerg (Mejias-Aponte és mtsai 2009, Sara 2009), illetve
kolinerg sejtjeib6l (Boucetta és mtsai 2014) vagy a nucleus septalis medialisbol
(Swanson és Cowan 1979, Fuhrmann és mtsai 2015) is érkezhet. Mint ahogyan azt mar
tobbszor emlitettem, a DR szerotoninerg sejtjeit is valtozatos szenzoros bemenet éri el,
aminek kovetkeztében az ingerek szamtalan aspektusara reagalhatnak (Ranade és
Mainen 2009, Levine és Jacobs 1992). Ebbe a rendszerbe kapcsolédhatnak be a MRR
neuronjai is. Az eltéré aktivitast, és kilonbozéképpen ingerelheté szerotoninerg és
nem-szerotoninerg (koztuk a munkamban jellemzett VGIuT3-expresszalo sejtek,

tovabbd a GABAerg sejtek is) populéciok egymasra hatva (Soiza-Reilly és Commons
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2011, Li és mtsai 2005, Commons 2016) szabalyozhatjadk a hippocampalis
informéciofeldolgozést (lasd az 1.4. alfejezetet), az altalunk leirt alapvet6 fiziologiai
tulajdonsagaik Kkeretet adnak a szerotoninerg és glutamaterg komponens egymaésra

épulo, &m egymastal el is kilonilé modulacionak.

Végil, a nem-szerotoninerg sejteknek a hippocampalis (és prefrontalis kérgi) lassu
hulldmokhoz kapcsol6dd, am annak féazisat nem er6teljesen preferald tilizelése
6sszhangban van a korabbi adatokkal, miszerint a raphe-magok f6 kérgi bemenete, a
prefrontalis kéregbdl ered6 rostok elsésorban a nem-szerotoninerg setjeket innervaljak
(Li és mtsai 2005, Warden és mtsai 2012, Weissbourd és mtsai 2014). Ezek kdzil eddig
ahogyan azt fentebb is hangsulyoztam — még nem térképezték fel. Az altalunk latott
gyenge kapcsolat arra utal, hogy ezek a sejtek dnmaguk nem vesznek részt a kérgi
ritmus kialakitasaban, viszont reagalhatnak ra, a prefrontalis kéreg szabalyozhatja
aktivitasukat. A gyenge vagy hianyz6 faziskapcsoltsag ellenére a VGIuT3-tartalmu
sejtek — amelyek kozott az eddigi adatok fényében (Szényi és mtsai 2016, Amilhon és
mtsai 2010) nagyrészt vetit6 sejtek lehetnek — idénként fellép6 gyorsabb tiizelése arra
enged kovetkeztetni, hogy ezek a sejtek a haldzatszintii modulacido mellett (esetleg
helyett) részt vehetnek a célteriilet csupan néhany sejtjét érinté6 glutamaterg
finomhangolasban. Ennek a lehetéségnek feltétele egy erételjes, megbizhato6 jelatvitel,

amelyet a doktori munkam masodik részében bemutatott kisérletsorozatbn teszteltlink.
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5.2. A raphe-hippocampalis rostok interneuronokra gyakorolt hatasa

Munkamnak ebben a részében leirtunk egy glutamaterg, idében fokuszalt, erés serkentd
kapcsolatot a raphe-rostok és a hippocampus egyes interneuronjai kozo6tt. Fontosnak
tartom hangsulyozni, hogy az altalam bemutatott adatokat nagy mértékben kiegészitik
és alatdmasztjak a kutatasban részt vevé szerzotarsaim eredményei. In vivo elektromos
ingerléses kisérleteink palyaspecificitdsat igazoltak Losonczy Attila hippocampalis
szeletekben végzett Kkisérletei. A MRR sejtjeit transzdukcioval a fényérzékeny
channelrhodopsin-2 fehérje termelésére késztette (vad tipust, nem transzgénikus
egerekben). Ez a fényérzékeny fehérje megjelent a MRR efferenseiben is, igy a
hippocampalis rostokban is: a késébb levagott agyszeletekben ott voltak ezek, a
megfelelé hullamhosszusagu fénnyel serkenthet6 rostok. Ezek aktivalasaval ugyanazt a
hatast tudta kivaltani a hippocampalis interneuronokban, amelyet mi is lattunk in vivo
Kisérleteink soréan, és az ionotrop glutamatreceptorok gatlasa jelentésen csokkentette a
gyors aktivacio kivalthatdésagat. Borhegyi Zsolt kimutatta az aktivalt interneuronokra
érkezd preszinaptikus raphe-rostokban a VGIuT3-at, illetve a szerotonint, Nyiri Gabor
pedig igazolta, hogy a raphe-terminalisok posztszinaptikus oldalan glutamatreceptor
expresszalodik (részleteket lasd a cikkinkben: Varga és mtsai 2009). Ezekkel a
kisérletekkel els6ként bizonyitottuk a MRR rostjaib6ol a VGIuT3-fliggé
glutamatfelszabadulast és a glutamaterg posztszinaptikus hatast. Lényegesnek tartom
még hozzétenni, hogy az interneuronokon Kivil piramissejtek aktivtasat is regisztraltuk
(Losonczy Attila is hasonloképpen az agyszeletekben). A raphe-rostok ingerlése a
piramissejteket gatolta, ami igazolta, hogy a MRR efferensei interneuronok

kdzvetitésésvel szabalyozni tudjak a hippocampus principdlis sejtjeinek mitkodését.

Szintén fontos eredménynek tartom, hogy mind az elektromos ingerlé aram erésségének
csokkentése, mind az AMPA-tipust glutamatreceptorok gatldsa a kivaltott valasz
sikerratajat csokkentette csak, annak latenciajara vagy fokuszaltsdgara nem volt
hatdssal. Ennek magyarazata az lehet, hogy ebben a kapcsolatban a preszinaptikus

glutamatfelszabadulds val6szintisége akar egy impulzus hatasara is magas lehet.
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Csokkent ingerl6 aram esetén az elvezetett neuront beidegzé preszinaptikus MRR-sejtek
aktivalasanak valdsziniisége csokken, azonban ha mégis eléri ezeket az ingerlés, a
leterjed6 akcios potencial a terminalisaikat kisltve nagy valoszintiséggel fog glutamat-
felszabadulast kivaltani. Kilon ki kell emelni a valasz latenciajanak alacsony
variabilitasat: hatékony szinapszisokra altalaban jellemzé a preciz ingeruletatvitel, amit
a szinaptikus masinéria felépitésére vezetnek vissza. Eredményeink Losonczy Attila
méréseivel kiegésziilve arra utalnak (példaul a valaszok amplitiddja, ami sok esetben
tzelési kiszobig depolarizdlta a célneuronokat), hogy a raphe-hippocampalis
szinapszisok hasonlo jellegliek, mint az agy mas teriiletein leirt Ggynevezett detonator
szinapszisok, melyek kulcsszerepiek lehetnek agyteriiletek kozotti pontos
informéaciotovabbitds szempontjabdl. Antagonista alkalmazasa esetén pedig, ha a
felszabadulé glutamat ki tudja szoritani a farmakont, az elegendé lesz a sejt kistiléséhez,
tehat feltételezhetjlik a posztszinaptikus oldal erételjes érzékenységét is a glutamat irant.
Egyébként a VGIUT3-t (és a VGIuT2-t) tartalmazé szinapszisokra altalanossagban véve
a transzmitter felszabadulasanak nagy valosziniisége jellemzé , ellentétben a VGIuT1-
gyel (lasd az 1.5. alfejezetet). A transzmitter nagy felszabadulési valdszintisége ellenére
ez a kapcsolat nem mutat kifejezett depresszidt ismételt ingerlés esetén, sét, inkdbb
facilitacio merilt fel az in vitro adatok értékelése kapcsan (ez kollaboratorunk,
Losonczy Attila munkéaja). Ez jelzi — habar a tényleges depressziv vagy facilitatoros
jelleg meghatérozésara tovabbi kiserletek szilkségesek — hogy a raphe-hippocampalis
glutamaterg kapcsolat kilonésen hatékony lehet a tébbi szubkortikélis
neuromodulatoros projekcioval 6sszehasonlitva. Ennek a célterilet

finomszabalyozasaban mindenképpen Iényeges szerepe lehet.

A VGIuT3-expresszaldo MRR-sejtek elektrofizioldgiai jellemzése soran Kkideritettlk,
hogy a szerotonintartalmuktol fliggetlenll erételjesen és tartésan aktivalédnak
szenzoros ingerlés alatt. Ezek a sejtek gyorsabb tlizelésukbsl fakadban gyorsabb
jelatvitelre is képesek lehetnek, mint a lassu, tisztan szerotoninerg tarsaik (lasd 5.2.1.
abra). A potencialisan gyorsabb jelatvitelhez a méasodik kiserletsorozatunkbol szarmazo

bizonyitékok alapjan ténylegesen gyors, nagy hatasfoku glutamaterg serkentés tarsul. Ez
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6sszhangban van az eredeti feltételezéstinkkel (lasd 1.4. alfejezet), miszerint a MRR
glutamaterg efferensei fajdalmas vagy kilonds jelentéséggel bird szenzoros ingerilet
hataséra aktivalddhatnak, és szabalyozhatjak a hippocampalis informaciofeldolgozast. A
gyors glutamaterg palya megteremti a lehet6ségét a preciz, theta-periodusokon belli
modulacionak (Jackson és mtsai 2008), és az interneuronok aktivalasan keresztul
markans hatast gyakorolhat a piramissejtekre. Az altalunk jeléléanyaggal feltdltott,
MRR-ingerlésre gyorsan aktivalédo interneuronok egyike sem tartalmazott PV-t, kett
kozulok CCK-t termelt, egy-egy masik CB-t, illetve SOM-t. Habar az alacsony
elemszam miatt mi szerteagazO statisztikat nem végezhettink a MRR glutamaterg

rostjai altal inenrvalt hippocampalis interneuronok neurokémiai tulajdonsagairol,
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5.2.1. abra. A raphe-hippocampalis kapcsolat sémdaja. A raphe-rostok szerotoninerg-
glutamaterg kotranszmisszioval (1.), tisztdn glutamaterg (2.) vagy tisztan szerotoninerg (3.)
szinaptikus kapcsolatokon keresztll szabalyozhatjdk a hippocampus interneuronjait, mig a
principalis sejteket volumen transzmisszioval éri el a szerotoninerg hatas (4.). Az
interneuronokat szabalyozd MRR-sejtek neurokémiai kilonbségeik mellett
elektrofiziologiailag is elkilonulnek, ami a MRR 6sszetett funkcionalitsara utal.
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adataink mégis 6sszhangban vannak a korabbi ismeretekkel, miszerint a raphe-rostok
szelektiven CB-, VIP- és CCK-tartalm0 interneurookkal (ezek részben atfedo
populécidk, lasd 1.4. alfejezet) szinaptizalnak. Ezeken az interneuronokon keresztil
tehat a bizonyos szenzoros ingerekre aktivalédé glutaméaterg raphe-sejtek
finomszabalyozhatjak a hippocampusban a jelentés szenzoros informacio tarsitasat az
éppen folyd helyzetkddolashoz. Ennek tesztelése, bizonyitasa méar tulmutat jelen doktori
munkan, ennek érdekében Uj Kkisérletek szlikségesek. Munk&nkbdl azonban
kovetkeztethetlink a hippocamapalis haldzat raphe-rostok altal elért elemei kozti
egyuttmutikddésre, hiszen az ionotrop 5-HTs receptorok blokkoldsa véaltozatos modon
alakitotta az elektromos ingerlésre adott valasz sikerratajat, egyes esetekben novelte azt.
Ez arra utal, hogy alaphelyzetben az ionotrop szerotoninreceptor altal serkentett
interneuronok befolyasoljak, visszafogjak a raphe-eredetii glutamattal aktivalt
interneuronokat. A gyors aktivaciot a legtobb esetben koveté gatlasnak héatterében is
mas interneuronok hatasa all, amelyek szintén az ionotrop szerotoninreceptorok altal —
tovabba feltételezhetéen a metabotrop 5-HT2A receptorokon keresztil is — aktivalodnak,
hogy azutan (akéar tobbszords interakcion keresztil is), gatoljak a raphe-ingerlésre
egyébként nagyon gyorsan serkentéd6 sejteket. Mindez el6revetiti, mennyire valtozatos

hatést fejthetnek ki a raphe-rostok a hippocampus informéciéfeldolgozasara.

A glutamaéterg-szerotoninerg transzmisszio kooperécidjanak egyik madjarol irtam eddig,
miszerint a szerotoninerg hattérhez egy idében behatarolt, &am erételjes glutamaterg
komponens tarsul. A glutamaterg komponensnek eszerint a piramissejtek behatarolt
csoportjara, amelyek a relevans informéciéfeldolgozasban éppen részt vesznek, lenne
(kbzvetett) hatasa, rdadasul a feltételezett informéaciokapcsolasnak rovid idéablakon
belll kellene megval6sulnia, igy e hatasnak idében is fokuszaltnak kellene lennie. Ezt a
szerotonin — és ahogy kisérleteink mutatjadk — a glutamat gyors kinetikaja ionotrop
receptorai kozvetitik. Ezek mellett azonban metabotrop receptorokat is expresszalnak a
hippocampus interneuronjai, valamint principalis sejtjei egyarant (lasd 1.4. alfejezet). A
méréseink soran latott lassu, idében kevesbé fokuszalt serkenté és gatlé valaszok

héatterében is a szerotonin metabotrop receptorai allhatnak (de ezt ebben a munkaban
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nem volt célunk vizsgalni). Mindenesetre felvetédik annak is a lehetésége, hogy az
egyutt Grll6 szerotonin és glutaméat a metabotrop receptoraikon keresztil befolyasoljak
célsejtjeiket. A kulénb6z6 metabotrop receptorok dimerizacié utan szorosan
egyuttmtikddhetnek, az egyik ligandkotése befolydsolhatja a masik jelatviteli utvonalait
(Angers és mtsai 2002, Devi 2001, Niswender és Conn 2010). Stuart C. Sealfon
munkacsoportja igazolta, hogy a glutamat egyik metabotrop receptora, az mGIuR2 és az
5-HT>A receptorok funkcionalis dimereket (esetleg nagyobb egységeket: tetramereket,
oligomereket) alkotnak, melyek integraljak a ket transzmitter jelatviteli kaszkadjait. Az
5-HT>A receptor 6nmagaban nagy affinitassal kapcsol6dik a Gagar fehérjéhez, és
agonistat kotve tobbek kozott a foszfolipdz C aktivalasaval jard szignaltranszdukciot
indit el. Amennyiben mGIuR2 receptort is koexpresszal a sejt, az 5-HT>A affinitassa a
Gag11-hez csokken, és nagyobb affinitassal kapcsolddik a Gai-hez, aminek megfeleléen
az elinditott jelatviteli folyamatok is modosulnak, a foszfolipdz C aktivalasa mellett a
pszichdzisban kulcselemnek tartott transzkripcidt szabalyozo faktor, az egr-2 Gai-fliggé
indukciogja is megvaldsul. E kettés jelatvitel hizodhat meg a hallucinogen anyagok
(ezek az 5-HT2a receptor agonistai) hatasa hatterében is. A két metabotrop receptor
kdzott a transzmembran hélixek interakcidja szilkséges, hogy egymaés jelatvitelét
befolyasoljak. Onmagaban az mGIuR?2 jelenléte — ligand kétése nélkiil — megvaltoztatja
a szerotoninerg jelatvitelt, viszont az agonistakétott mGIuR2 mar stabilizalja az 5-HT.A
eredeti, Gog11-fliggé szignalizacidjat. Ez azt is jelenti, hogy a glutamaterg jelatvitel
megfelel6 szintt mGIuUR2 expresszio esetén géatolhatja, kivedheti a hallucinogén
hatdsokban kulcsfontossagu egr-2, illetve az altala szabalyozott gének indukcidjat. A
glutamaterg-szerotoninerg jelatvitel 6sszakapcsolddasa tehat messzemenéen alakithatja
az idegrendszer miikkodését (Gonzalez-Maeso és mtsai 2008). Ezt a hatast ugyan a
prefrontalis kéregben irtak le, de hasonl6 interakciot a hippocampusban sem zarhatunk
ki. A raphe-magokbdl a hippocampust elér6 és ott nem szinaptizal6 vékony rostok egy
adott hanyada feltehetéleg tartalmaz VGIuT3-at, hiszen mind a MR-ban, mind a DR-
hoz tartoz6 B6 sejtcsoportban el6fordulhatnak vékony rostokat képezé neuronok, és
mindkét régidban a vetité sejtek jelentés aranya expresszal VGIuT3-at. Ennélfogva

elképzelhet6, hogy volumen transzmisszi6 Utjan is felszabadul szerotoninerg sejtekbél
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glutamat, és az esetlegesen metabotrop receptorok kdzvetitésével hatast fejthet ki.
Kérdés azonban, hogy egy ilyen hipotetikus esetben a glutamat meddig képes
eldiffundalni. Ennek elddntésére, illetve, hogy a vékony rostok aprd varikozitasaiban

ténylegesen jelen van-e a VGIuT3, tovabbi kisérletek szlikségesek.
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6. Kovetkeztetések

Doktori munkam sordn vélaszt kaptunk mindkét Kkisérletsorozatunk elején
megfogalmazott kérdéseinkre. Ezek szerint a MRR VGIuT3-tartalmu sejtjei nemcsak a
glutamaterg kotranszmisszio lehetéségéeben, de elektrofizioldgiailag is elkulondlnek a
VGIuT3-at nem expresszald szerotoninerg sejtektél. Munkénknak alapveté kihatasa
lehet a sejtjeldlés nelkil elvezetett MRR-sejtek azonositasara. Korabban, a széles akcios
potencialokat tiizeld, lassi MRR-sejteket egylintetiien szerotoninergnek tartottak, ezt a
csoportot eredményeink nyoman nem lehet homogénnek tekinteni, mivel a két
neurokémiai csoport neuronjainak akciospotencial-szélessége jelentésen nem tér el
egymastol. Még Iényegesebb, hogy a gyorsan tiizel6 MRR-neuronokat sem szabad egy
csoportba besorolni, hiszen ezek kdzott talaljuk a VGIuT3-tartalmu, szerotoninmentes,
valamint a VGIuT3(-)/5-HT(-), javarészt feltételezhetéen GABAerg sejteket is. Az éber
allatokban, immunhisztokémiai azonositas nélkul elvezetett sejtek adatainak
értékelesenél tehat figyelembe kell venni a fentieket. Tovabba, a szenzoros ingerekre
torténo aktivitasfokozas a glutamaterg MRR-sejtek kdrében erésiti a feltételezést, amely
szerint e sejtek funkcidja az élélény szamara jelentéséggel bird szenzoros ingerek
hippocampalis feldolgozasat segiteni. Masodik kisérletsorozatunk felfedte az ilyen
képességhez szikséges idében preciz, hatékony jelatvitelt a raphe-rostok és
posztszinaptikus partnereik kozott. A kovetkezékben ezért indokoltak olyan kisérletek,
amelyekben a glutaméaterg komponens manipulélasaval — lehet6ség szerint specifikus,
reverzibilis gatlasaval — megvizsgaljuk, miképpen valtozik a kisérleti allatok tanulasa,
foként a helyhez, pozicidhoz kotott tarsitdsok esetében. Mindenképpen sziikséges a
jovében szabadon viselked6 allatokban jellemezni a MRR-sejtek aktivitasat is, hiszen
jelenlegi munkankban uretan-altatdst alkalmaztunk, ami tulajdonképpen a
hippocampalis theta-aktivitas egyik tipusat engedi kialakulni, az exploracié alatti
tulajdonséagait a MRR-neuronoknak nem tudtuk tetten érni. Szintén érdekes lenne, hogy
az ugynevezett éles hulldmu aktivitashoz eltéréen kapcsolodnak-e a szerotonint
tartalmazd és nem tartalmazo VGIuT3-expresszald sejtek. Természetesen, a viselkedes

egyes elemeihez valé aktivitasviszonyuk is fontos adatokat szolgaltatna arra
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vonatkozoan, hogy mi lehet a MRR sejtjeinek a funkcioja a viselkedés szabalyozéasaban.
A sejtspecifikus manipulaciot pedig ennek fényében pontosithatnank, és kiderithetnénk
azt a magatartasformat, amely sordn komoly szerepet jatszik a szerotoninerg rendszer

glutaméaterg komponense.
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Osszefoglalas

A szerotoninerg rendszer mikodésérdl alkotott felfogasunk alapvetéen megvaltozott a
vezikularis glutamattranszporter 3-as izoformajanak (VGIuUT3) felfedezésével. A
VGIUT3 a szerotoninerg sejtek jelentés hanyadaban expresszalddik, emellett a raphe-
magok nem-szerotoninerg vetit6 sejtjeinek nagy részében is jelen van. Glutaméterg
kotranszmissziora teheti képessé a raphe-rostokat, ami 0j funkcionalis perspektivaba
helyezi a hippocampust innervalo nucleus raphe medianust (MR). A feltételezett gyors
glutaméterg jelatvitel segitségével precizen finomhangolhatja a célterilet
informaciofeldolgozasat, szabalyozhatja akar a hirtelen bekovetkezo, kulonlegesen
jelentés események kapcsolasat a poziciokdd hippocampalis feldolgozasahoz. Elsé
kisérletsorozatunkban bizonyitottuk, hogy a MR VGIuT3-tartalmu sejtjeinek kisulései
szignifikansan gyorsabbak, mint a VGIuT3-at nem tartalmazé szerotoninerg sejtekéi, és
szenzoros ingerlésre tartésan aktivalodnak. Hippocampalis theta-oszcillacid soran
novelték aktivitasukat, ellentétben a szerotoninerg neuronokkal. Elektrofizioldgiai
alaptulajdonsagaik tehat alkalmassa teszik ezeket a sejteket gyors neuromodulécid
szabalyozésara. Méasodik kisérletsorozatunkban elséként bizonyitottuk, hogy a raphe-
rostokbdl glutamat szabadulhat fel, ami a posztszinaptikus interneuronokat erételjesen,
idében precizen aktivalja. Farmakologiai tesztjeink igazoltdk az AMPA-tipusu
glutamatreceptorok szerepét ennek az effektusnak a kialakitasaban. A raphe-rostok altal
innervalt interneuronok gyors serkentése a piramissejtek gatlasaval a hippocampalis
halozat dinamikajaba messzemenden beavatkozhat. A VGIuT3-tartalmd MR-sejtek
gyors kisiiléseiknek és hatékony jeltovabbitd képességének kdszonhetéen alkalmasak
egy hirtelen bekdvetkez6 eseményhez igazitani a hippocampus informaciofeldolgozasat.
Ez kiegészitheti a lasst szerotoninerg modulaciot a poziciéhoz kotheté informaciok
hippocampalis fogadaséban és konszolidaciojaban. Munkank képviseli az elsé lepést a
szubkortikalis modulatoros rendszerek egy Uj tipusu, erételjes hatast kifejto

komponensének jellemzésében.
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Summary

The concept of serotonergic modulation was fundamentally altered by the discovery of
the third isoform of the vesicular glutamate transporter (VGIuT3). VGIuT3 is expressed
by a significant portion of both serotonergic and non-serotonergic projection cells of the
raphe nuclei, therefore the fibers of median raphe nucleus (MR) may corelease
glutamate, placing the raphe-hippocampal projection into a new functional perspective.
By assuming fast glutamatergic transmission, these fibers can temporally fine-tune the
hippocampal signal processing and accurately regulate the connection between salient
sensory inputs and position coding. In our first series of experiments, we demonstrated
that VGIuT3-expressing neurons in MR fire at significantly higher frequency than
VGIuT3-lacking serotonergic cells, and they are permanently activated by sensory
stimulation. During hippocampal theta oscillation, they increased their firing rate, in
contrast to serotonergic neurons. Hence, according to their basic electrophysiological
properties, the VGIuT3-containing MR cells are suitable for rapid neuromodulatory
signaling. In our second series of experiments, we provided the first evidence that raphe
fibers corelease glutamate resulting in the powerful, temporally focused activation of
postsynaptic interneurons. We also demonstrated that this effect is mediated by AMPA
type glutamate receptors. The rapid activation of hippocampal interneurons can largely
interfere with the dynamics of hippocampal network by inhibition of pyramidal cells.
VGIuT3-expressing MR cells — considering their fast discharges and efficient signaling
capabilities — are in a key position to adjust the hippocampal network to process
unexpected events. This may complement the slow serotonergic modulation in shaping
the hippocampal information flow during the acquisition and consolidation of positional
information. Our work is the initial step in the quest for identifying the function of a

newly discovered, powerful component of subcortical modulation.
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