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BEVEZETES

Az idegrendszer miikodése a benne talalhatod
serkent6- (principalis neuron, PN) ¢&s gatlosejtek
(interneuron, IN) kozotti kapcsolatrendszeren alapul. A
neurotranszmitterként gamma-amino vajsavat (GABA)
hasznalé kosar- ¢és axo-axonikus sejtek a PN-k
periszomatikus régiojat idegzik be, ami az egyik
leghatékonyabb modja a  PN-k  aktivitasanak a
befolyasolasara. Ennek koszonhetden a periszomatikus
régiot célzd IN-k (PTI-k) alapvetd szerepet jatszanak az agy
milkodésében és olyan kognitiv folyamatokban, mint pl. a
tanulas, emlékezet, érzékelés, valamint a motoros funkciok.
Ezen IN-k egészséges miikodése Ilétfontossagi, mivel
rendellenes mitkodésiik tetten érhetd szamos neurologiai és
pszichiatriai betegségben, pl. epilepszidban, skizofréniaban
vagy az autizmusban. A kérgi halozatokban két kiilonb6z6
kosarsejt tipus fordul el6, a parvalbaumint (PV), valamint a
kolecisztokinint (CCK) tartalmazd IN-k, melyek a PN-k
szOmdjara és proximalis dendritjére érkezd gatlo beidegzés
tulnyom6 részét adjak, mig a PN-k axon inicidlis
szegmentumat a PV tartalmu axo-axonikus sejtek idegzik be.

A mai tudasunk szerint a két kosarsejt tipus szamos



fiziologias tulajdonsdgaban eltér egymastol, mely azt
sugallja, hogy eltér6 funkciot toltenek be az idegi halozatok
miukdodésében, és amelyet tovabb erdsit az a tény, hogy eltérd
kapcsolatrendszerrel rendelkeznek. Azonban a
periszomatikus gatlas alapvetd szervezodési elvei maig nem
teljesen tisztazottak.

Az amigdala bazalis magja (BA) egy olyan kérgi
eredetli struktira az agyban, melynek fontos szerepet
tulajdonitunk a félelmi tanulasban. Az itt talalhat6 PN-k
tavolra vetité axonjaikkal, valamint lokalis kollateralisaik
révén glutamat segitségével serkentik a posztszinaptikus
csupan a 20 %-at ad6 IN-k axon felhdje tobbnyire lokalisan
talalhat6. A kordbban, mas kérgi hal6zatokban mar leirt
harom kiilonb6z6é tipust PTI szintén megtaldlhatd az
amigdalaban. ~ Ahhoz, hogy megértsik a BA
neuronhéldzatanak a miikddését elengedhetetleniil sziikséges
ezen sejtek szinaptikus kapcsolatainak a  pontos

megismerése.



CELKITUZES

A doktori munkdm soran arra prébaltam valaszt
talalni, hogy az egyes PTI-kat hogyan aktivaljak a lokalis
PN-k az idegi miikddés soran. Ennek érdekében kisérletet
tettem a PTl-k ¢és a lokalis PN-k szinaptikus
kapcsolatrendszerének a feltérképezésére és jellemzésére.

Harom f06 kérdésre kerestem a valaszt, melyek a kovetkezok:

I. A BA-ban talilhato PTIl-k be- és kimeneti

tulajdonsagainak a jellemzése.

II. A lokalis PN-oktél érkezé visszacsatold serkentés

vizsgalata a kiilonb6zo PTI tipusokon.

. A PN-k és PTI-k Kkozotti kapcsolatrendszer

szervezddési elvének a feltérképezése a BA-ban.

MODSZEREK

Minden vizsgalat megfelelt a magyar Allatvédelmi
Torvényben leirtaknak, valamint az Eurépai Unid
allatkisérletekre vonatkozd irdnyelveinek és az intézeti

Allatetikai Tanacs engedélyével rendelkezett.



Kisérleteink soran him és ndstény felnott transzgén,
illetve kettés transzgén egereket hasznaltunk, melyekben a
Pvalb (BAC-PV-eGFP) promoternek koszonhetéen zold
fluoreszcens fehérje (eGFP) fejezddott ki a parvalbumint
expresszaldo sejtekben, illetve a Cck promodternek
koszonhetden piros fluoreszcens fehérje (DsRed) fejez6dott
ki a CCK-t expresszald sejtekben, illetve értelemszeriien
mindkettd a kettds transzgén allatban. Az elektrofiziologiai
elvezetésekhez horizontalis, 200 um vastag talélé
agyszeletet készitettiink, mely tartalmazta a BA-t. A sejtek
tlizelési sajatossagainak meghatarozasahoz whole-cell (WC)
elvezetés kozben a sejtekbe 800 ms hosszu hiperpolarizald,
illetve depolarizald aramlépcsoket adtunk. A WC paros
elvezetések soran (IN -> PN, IN -> IN, PN -> IN) a
preszinaptikus sejtben 3-10 akcids potencialt valtottunk ki,
mikozben a gatlo, ill. serkent6 valaszokat a posztszinaptikus
sejtben regisztraltuk. Ezutan offline kiértékeltik a
valaszokat, ¢és meghataroztuk a szinaptikus jelatvitel
alapvetd tulajdonsagait. Az PTI-k aktivacios kiiszobének
meghatarozasahoz, valamint a  kapcsolati  térkép
elkészitéséhez adeno-asszocialt virus vektor segitségével
channelrhodopsin 2-t (ChR2) fejeztettiink ki a lokalis PN-
okban. A kisérlet soran elvezettiik valamelyik PTI tipust WC
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modban, mialatt a kdrnyezé PN-k sejttestjét egyenként
megvilagitottuk kék fénnyel (447 nm) és ezzel egy idoben
loose-patch modban ellendriztiik a PN-k sikeres aktivalasat.
Az aktivalasi kiiszob meghatarozasahoz minden esetben
loose-patch modban, egyszerre vezettiik el a két kosarsejt
tipust, mikdzben  fokozatosan ndvelt intenzitisu
megvilagitassal (447 nm) szukcessziv modon aktivaltuk a
kornyezé ChR2-t tartalmazé PN populaciot. A kvantalis
események méréséhez a PTI-k WC elvezetése soran 0.5 uM
tetrodotoxint (TTX) alkalmaztunk.

Az elvezetett ¢és biocytinnel megtdltott sejtek
morfologiai elemzéséhez Cy3-, Alexad88- vagy Alexa647-
konjugalt sztreptavidinnel tettiik lathatova a sejteket. A
konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételek alapjan
elkészitettiik a sejtparok 3D rekonstrukcidjat és megjeloltiik
a feltételezhetden a preszinaptikus PN-t6]1 érkez6 szinaptikus
kapcsolatokat. Néhany esetben a szinaptikus kapcsolat 1étét
elektronmikroszkopos vizsgalattal erdsitettiik meg. Az egyes
PTI tipusok beazonositasat a neurokémiai profiljuk alapjan
végeztiik. A kosarsejtekre érkezd serkentd termindalisok
szdmanak meghatdrozdsakor a terminalisokat VGlutl
immunjeldléssel tettiik lathatova és egy a szinapszisoknal

talalhatd preszinaptikus fehérje (bassoon) segitségével
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dontéttiik el, hogy az adott terminalis szinapszist képez-€ a
IN dendritjével, avagy sem. A kiilonbozé PTI-k dendritjein
3D STORM szuper rezolicidos képalkotdsi eljarast
hasznaltunk. A vizsgalat soran 6sszegyijtottiik a lokalizacios
pontokat és meghataroztuk a lokalizacidos pontok
klasztereinek a 2D méretét, valamint a lokalizacids pontok
eloszlasat. Az IN-k kozotti szinaptikus  kapcsolatok
immunhisztokémiai vizsgalatdhoz CCK-DsRed ¢s vad tipusu
egereket hasznaltunk, melyekben a gatloszinapszisokra
jellemz6, GABAA receptor horgonyzé fehérje, a gephyrin
segitségévével hataroztuk meg, hogy van-e szinaptikus
kapcsolat a preszinaptikus IN terminalisa ¢és a

posztszinaptikus IN membranja k6zott.

EREDMENYEK

I. A BA-ban talilhaté PTI-k be- és Kkimeneti
tulajdonsagainak a jellemzése.

Els6 1épésben WC patch clamp modszerrel
meghataroztuk a kiilonboz6é PTI tipusok aktiv és passziv
membran tulajdonsagait. Ennek eredményeként azt talaltuk,

hogy a PV tartalm@i PTI-k membran tulajdonsagai



lényegesen kiilonboznek a CCK-s kosarsejtekétol. A PV-s
kosar- és axo-axonikus sejtek akcids potencialja keskeny,
valamint nem akkomodalé, gyorstiizel6 fenotipust mutatnak
a CCK-s kosarsejtekhez képest. Tovabbi részletes
vizsgalatok soran current clamp modban fokozatosan
novekvo depolarizald és hiperpolarizald aramlépcsoket
adtunk a sejtekbe, hogy meghatarozzuk a be- ¢és kimeneti
tulajdonsagaikat, majd a tiizelés mértékét. A kezdeti kisebb
depolarizalod aramlépcsOkre mindharom sejttipus hasonléan
valaszolt, azonban a nagyobb aramok esetében mar az axo-
axonikus sejtek mutattadk a leggyorsabb tiizelést, a CCK-s
kosarsejtek viszont legalacsonyabbat. Ezen eredmények
alapjan jelentés kiilonbségeket figyelhetiink meg a PV-t
tartalmazé és CCK-t tartalmazé PTI-k aktiv és passziv
membran tulajdonsagai kozott.

Az egyes sejttipusok be- és kimeneti tulajdonsagai
mellett a kovetkez6 1épésben megvizsgaltuk a PN-okra adott
gatld szinapszisaiknak a tulajdonsagait. Ehhez WC paros
elvezetést végeztiink az egyes PTI-k és a PN-k kozott a BA-
ban. Az eredmények elemzése soran nem talaltunk lényeges
kiilonbséget az egyes tipusok kozott az amplitado €s a valasz
lecsengésének a kinetikaja kozott, azonban a CCK-s

kosarsejtektol érkezd valaszok felfutasa ¢és késése
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szignifikansan eltért a PV-s sejtekétdl. Tovabbi vizsgalatok
soran megallapitottuk, hogy a szinaptikus transzmisszio
mindharom PTI tipusnal depresszald rovidtdva dinamikat
mutat, ami a tiizelési frekvencia novekedésével erdsodik. A
kovetkezOkben megvizsgaltuk vajon az egyes PTI tipusok
képesek-e aszinkron vezikula {iritésre. Az eredményeink azt
mutattak, hogy akcidés potencial sorozattal a CCK-s
kosarsejtekben ki lehet valtani aszinkron vezikula tiritést,
azonban a PV-t tartalmazé sejtekben nem. Az eredmények
alapjan a CCK-s kosarsejtek, szemben a PV-t tartalmazo
PTI-okkal, képesek elnyujtott gatld hatast Kifejteni a halozat
magas aktivitasi szintje mellett.

Az eddigi eredmények alapjan, a szinaptikus
atvitelben talalt hasonlosagok arra engedtek kovetkeztetni,
hogy a harom kiilonbozd PTI gatldo hatékonysaga hasonld
mértékli lehet. Ahhoz, hogy ezt a feltevést ellendrizziik, a
kovetkezd  kisérletben  paros  elvezetés soran a
posztszinaptikus PN-ban egy szinusz hullam alakd
araminjekcioval akcids potencialt valtottunk ki, mikozben a
preszinaptikus IN-t szintén aktivaltuk (3 AP, 30 Hz). Az IN
aktivalasat a PN-ba adott szinuszhullam cstcsahoz
igazitottuk, ugyanis a posztszinaptikus sejt kisiilési

valdszintlisége itt a legnagyobb. Az eldzetes eredményeknek
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megfelelden azt talaltuk, hogy mindharom PTI nagyjabol
ugyanolyan hatékonysaggal képes gatolni a PN-k aktivitasat.

II. A lokalis PN-oktdl érkezé visszacsatolo serkentés
vizsgalata a kiilonb6z6 PTI tipusokon.

A kovetkez6 1épésben azt vizsgaltuk, hogy a hasonlo
gatlo hatékonysaggal rendelkezoé PTI tipusokat vajon milyen
modon aktivaljak a lokalis PN-k. Ahhoz, hogy ezt
kiderithessiik, loose-patch modszerrel, egy idOben
megmértik a PV-s ¢és CCK-s kosarsejtek aktivalodasi
kiiszobét, mikdzben fokozatosan ndvekvd intenzitdsu fény
segitségével, szukcessziv modon egyre nagyobb mennyiségii
ChR2-t tartalmazo PN-t aktivaltunk. A mérések soran azt
figyeltik meg, hogy a PV-s kosarsejtek aktivalasdhoz
alacsonyabb fényerd, tehat kevesebb PN egyiittes aktivitasa
is elég volt, szemben a CCK-s kosarsejtekkel. Ebbdl az
kovetkezik, hogy a két kosarsejttipus eltérd szintii halézati
aktivitas hataséara aktivalodik.

A kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk a helyi PN-
okrol érkezd szinapszisokat, hogy kideritsiik az okat az eltérd
serkenthetoségnek. Els6ként immunhisztokémiai
modszerekkel meghataroztuk az egyes kosarsejttipusokra

érkez6 serkentd szinapszisok mennyiségét. Azt taldltuk,
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hogy a VGlutl jeldléssel lathatova tett serkentd terminalisok
szignifikdnsan nagyobb szamban boritottdk a PV-s
kosarsejtek dendritjeit, mint a CCK-s kosarsejtekét. Ezek az
eredmények részben alatamasztjdk a PV-s kosarsejtek
alacsonyabb aktivalodasi kiiszobét, azonban funkcionalis
szempontbol is megvizsgaltuk a rajuk érkezé serkentd
szinapszisokat.  Paros  elvezetéssel —megmértik  és
Osszehasonlitottuk a két kiilonb6z6 kosarsejtre érkezo
serkentd aramok tulajdonsagait és azt lattuk, hogy a PV-s
kosarsejtekre szignifikdnsan nagyobb mértékii és gyorsabb
dinamikaju serkentés érkezik. Ezutan kisérletet tettiink arra,
hogy feltérképezziik milyen valoszinliséggel idegzik be a
lokalis PN-k a kiilonbozé kosarsejteket. Ehhez WC patch
clamp modszerrel elvezettiink egy kosarsejtet, mikdzben
egyenként egy fénypont segitségével megvilagitottuk és
aktivaltuk a kornyez6 ChR2-t tartalmazd PN-okat és
teszteltiik, hogy van-e serkentd szinaptikus kapcsolat
kozottik.  Meglepddve tapasztaltuk, hogy a PV-s
kosarsejteket nagy valdszintiséggel ugyan, de tavolsag fliggd
modon idegzik be a helyi PN-k (<200-250 um), szemben a
CCK-s kosarsejtekkel, melyeknél nagyon alacsony szamu
szinaptikus  kapcsolatot  talaltunk, ami fliggetlennek

bizonyult a vizsgalt sejtek tavolsadgatol. Annak érdekében,
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hogy az elvezetett sejtparokat post hoc azonositani tudjuk és
tovabbi morfoldgiai vizsgalatoknak vethessiik ald, az
elvezetés soran kiilonbozoé szinli festékkel toltottik meg a
szinaptikusan kapcsolt sejteket. Ez a moddszer nagyban
megkonnyitette a  sejtek  teljes 3D  morfologiai
rekonstrukcigjat,  valamint  segitett  azonositani a
preszinaptikus PN-t6l érkezd terminalisokat. Azt talaltuk,
hogy a PV-s kosarsejtek nagyjabol 2-szer annyi szinapszist
kapnak az egyes PN-okt6l, mint a CCK-s kosarsejtek.

Ezek utan elektrofizioldgiai, valamint anatomiai
modszerek segitségével még részletesebben megvizsgaltuk
az egyes serkentd szinapszisok tulajdonsagait. Els6ként
kosarsejteket vezettiink el 0.5 pM TTX jelenlétében, hogy az
igy izolalt kvantdlis eseményeket regisztraljuk. Ennek
eredményeként megallapitottuk, hogy a CCK-s kosarsejtekre
viszonylag kis amplitadoju és méretiikben meglepden kis
valtozatossdgot mutatd serkentd események érkeznek. Ezzel
szemben a PV-s kosarsejteken sokkal nagyobb méretl
serkentd eseményeket regisztraltunk, melyek raadasul nagy
valtozatossagot mutattak, ami arra utal, hogy az egyes
szinapszisok kozott nagy mindségbeli  kiilonbségek
adédhatnak. Tovabba, a PV-s kosarsejteken a serkentd

kvantalis események Iényegesen nagyobb gyakorisaggal
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fordultak el6, mint a CCK-s kosarsejteken. A korabbi
eredményekkel Osszevetve ezeket az adatokat azt a
konkluziét vontuk le, hogy a CCK-s kosarsejteket a lokalis
PN-k csupan egy-két szinapszison keresztiil serkentik, amely
szinapszisok alapvetd tulajdonsagai raadasul nagyon
hasonloak. Ahhoz, hogy a kvantélis események méretében
tapasztalt valtozatossagnak az okat kideritsiikk, szuper
rezolicios (3D STORM) mikroszkopias —vizsgalattal
megkiséreltik megbecsiilni az egyes szinapszisokban
talalhatd AMPA receptorok mennyiségét. Ennek soran
immunfestéssel megjeloltiik az AMPA receptorokat €s egy
szinaptikus marker fehérje  (bassoon) segitségével
beazonositottuk a szinaptikus kapcsolatokat a kosarsejtek
dendritjén. A vizsgdlat sordn Osszegyljtottik az AMPA
receptorokat jelolo pontokat (localization point, LP) és ezek
segitségével megbecsiiltiik az AMPA receptorok szamat,
valamint a LP 4ltal alkotott klaszterek 2D méretét. Az
eredmények aldtdmasztottak a korabbi megfigyeléseinket,
hogy a PV-s kosarsejtek dendritjén nemcsak a szinapszisok
szama, de a szinapszisokban talalhato AMPA receptorok
szama is tobb ¢és nagyobb variabilitast mutat, mint a CCK-s

kosarsejteken. Ezek az adatok egyiittesen azt sugalljak, hogy
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a lokalis PN-k preferencialisan a PV-s kosarsejteket idegzik

be és serkentik a CCK-s kosarsejtekkel szemben.

I11. A PN-ok és PTI-k kozotti kapcsolatrendszer
szervez6dési elvének a feltérképezése a BA-ban.

Ahhoz, hogy megértsiik a PN-k és a kiilonb6z6 PTI-
k kozotti kapcsolatrendszer halozatban betoltott szerepét,
szilkség van az egyes PTI tipusok kozotti viszonyok
tisztazasara iS. Ezért az utolsé kisérlet sorozatban
megvizsgaltuk a PTIl-k kozotti  kapcsolatrendszert.
Immuncitokémiai eljarassal (1l-es tipusu kannabinoid
receptor, CB1 festés) lathatova tettilk a CCK-s kosarsejtek
terminalisait, tovabba egy gatld szinapszis marker (gephyrin)
segitségével megallapitottuk, hogy a CCK-s kosarsejtek
szamos szinapszist adnak mas CCK-s kosarsejtekre,
valamint az axo-axonikus sejtekre, viszont egyaltalan nem
szinaptizdlnak PV-s kosarsejtekkel. Hasonlé eredményt
kaptunk, amikor a PV-s kosarsejtek terminalisait vizsgaltuk,
ugyanis Ok szintén beidegeznek mas PV-s kosarsejteket és az
axo-axonikus sejteket, de elkeriilik a CCK-s kosarsejteket. A
parelvezetéssel kapott eredmények teljes mértékben
megerdsitik  az  anatdmiai  moddszerekkel  kapott

eredményeket, ugyanis a két kosarsejt tipus kozott nem
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talaltunk mérhetd szinaptikus kapcsolatot, viszont az
anatomiai eredményeknek megfelelden a kosarsejtek csak a
sajat tipusukba tartozd kosarsejtekben és az axo-axonikus
sejtekben mutattak szinaptikus valaszt. Osszegezve az
eredményeket elmondhatjuk, hogy a két kosarsejt tipus két
egymassal parhuzamosan mikodo periszomatikus gatlokort

valdsit meg azzal, hogy elkeriilik egymas beidegzését.

KOVETKEZTETESEK

Osszefoglalva doktori munkdm sordn kapott
eredményeket a kovetkezoket allapitottuk meg:
e A kiilonboz6 tipust PTIl-k membran tulajdonsagai

eltérbek.

e A PN-ra adott gatlas tulajdonsdgaiban szintén talaltunk
eltéréseket a PTI tipusok kozott, de az altaluk generalt

posztszinaptikus valaszok mérete hasonlo.

e A rovidtava dinamika és az aszinkron vezikula rités

mértéke tipus specifikus jellegzetességeket mutattak.

e A PTI tipusok kozel ugyanolyan hatékonyan képesek

szabalyozni a PN-k aktivitasat.
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A PN-k alacsonyabb aktivitasi szintje sziikséges a PV-s
kosarsejtek aktivalasahoz, szemben CCK-s

kosarsejtekkel.

A VGlutl tartalmi terminalisok szdma és a serkentd
kvantalis események gyakorisaga Iényegesen nagyobb a

PV-s kosarsejtekben, szemben a CCK-s kosarsejtekkel.

A serkenté aramok nagyobbak és gyorsabbak a PV-s
kosar- és axo-axonikus sejtekben, mint a CCK-s

kosarsejtekben.

A PV-s kosarsejteket elszeretettel a szomszédos PN-k
idegzik be, ellenben a CCK-s kosarsejtek gyenge és
tavolsagfiiggetlen serkentd beidegzést kapnak.

A CCK-s kosarsejtekben meglepden kis variabilitast
mutatnak a kvantalis serkentd események ¢€s a serkentd
szinapszisok AMPA receptor mennyisége, szemben a

PV-s kosarsejteket jellemzo valtozatossaggal.

A két kosarsejttipus nagy valoszinliséggel idegzi be az
azonos tipusu kosarsejteket és az axo-axonikus sejteket,

viszont elkeriilik egymast.
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e Az eredményeink azt sugalljak, hogy a két kiilonb6zd
kosarsejttipus egymassal parhuzamos periszomatikus
gatlokoroket képez a BA-ban.

Osszefoglalva, mivel ugyanezek a PTI tipusok
megtalalhatok a kérgi eredetli struktirdkban, ezért az elv,
amelyek mentén a PN-k és a PTI-k funkcionalis halozatta
szervezOodnek a BA-ban, talan altalanosan érvényes a kérgi
halézatokban, ¢és végeredményben segithet konnyebben

megérteni a PTI-k szerepét az agyban.
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