A tapintas korai feldolgozasaban szerepet jatszo
neuronalis halozatok és gatlo sejtek a féemlosok

szomatoszenzoros kérgében

Doktori tézisek

Palfi Emese

Semmelweis Egyetem

Szentagothai Janos Idegtudomanyi Doktori Iskola

ENSIS e
..A'\“ £ S

s % -
~ - /
5 = [ SEMMELWEIS
% Z | EGYEIEM
7 s \
%, & PHD
“4 ) o

s 1760 L
Témavezetd: Dr. Négyessy Laszlo, Ph.D., tudomanyos fomunkatars

Hivatalos biralok: Dr. Kisvarday Zoltan, Ph.D., D.Sc., egyetemi docens
Dr. Kovécs Tibor, Ph.D., egyetemi docens

Szigorlati bizottsag elndke:
Dr. Vigh Béla, Ph.D., D.Sc., egyetemi professzor emeritus

Szigorlati bizottsag tagjai:
Dr. Herberth-Minké Krisztina, Ph.D., egyetemi adjunktus
Dr. Vidnyanszky Zoltan, Ph.D., D.Sc., egyetemi tanar

Budapest
2018



1. Bevezetés

Emberben illetve féemldsdkben leginkabb a kezet, azon beliil is
az ujjbegyeket tekintjiik a tapintas szerveinek. A taktilis percepcioval
kapcsolatos informacio feldolgozas korai Iépéseivel foglalkozo
agyteriilet a primer szomatoszenzoros kéreg (SI) a posztcentralis
gyruson helyezkedik el és négy citoarchitekturajaban kiilonb6zo
teriiletbdl all, melyek a Brodmann area 3a, 3b, 1 és 2 (BA3a, BA3b,
BAI, BA2).

Ezek koziil a BA3b és BALI a taktilis percepcio feldolgozasaban
kiemelt fontossagu hierarchikus kapcsolatban &ll6 teriiletek. A
tertiletek kozotti hierarchikus kapcsolatot bizonyitja az eltéré méretii
¢s BAl-ben komplexebb receptiv mezék (RF) megléte. A
hierarchikus felépités fontos szerepet jatszik még a receptiv mezdk
térbeli struktirajanak kialakitdsaban a felszallo (feedforward - FF),
leszallo (feedback - FB) és arean beliili horizontalis kapcsolatok
térbeli szervezddésével. Az agykérgi nagyitasi faktorral (CMF)
kimutathaté, hogy BAIl-ben nagyobb teriileten képezddik le
ugyanakkora méretii bérfeliilet, mint BA3b-ben.

Korabbi kvalitativ vizsgalataink kimutattdk, hogy az SI
kolumna méretii teriiletére torténd palyajel616 beadasa BA3b és BA1
teriiletén erds reciprok kapcsolatot mutat ki nem csak az injektalt
ujjbegy reprezentacios teriiletén beliil, hanem a szomszédos ujjbegy
reprezentacios teriileteivel is. A BA3b és BAIl kozott erdteljes
reciprok kapcsolatot azonositottunk a homotop régiok kozott. Ez két
f6  informaciés ttvonalat jelent: egy asszociaciés (aredk

kozotti/interarealis), azonos ujjbegyb6l szarmazd informaciok



integralasaért felelds, és egy lokalis (4rean beliili/interarealis),
szomszédos ujjbegyekbdl szarmazd informacid tovabbitasaért
felelos, palyat. Ez az egyszerii halézati séma azonban nem ad
magyarazatot olyan kérdésekre, mint az extra klasszikus RF
tulajdonsagok megjelenése, a klasszikus RF-k komplexitasa és
méretének kialakulasa. A kolumna méretli beadasokkal a populacios
szintli kapcsolatok vizsgalata valt lehetové, amelyek az idegsejtek
RF tulajdonsagait kialakito idegi halozat alapjait adjak.

neuronalis szintli integraldsa, ami az agykérgi haldzat miikddésének
alapja, kevéssé ismert. Jelen dolgozatban a tapintisban kiemelt
fontossaglh BA3b és BAI populacios dsszekottetési mintazatanak és
ezen teriiletek miikodésének szabalyzasaban részt vevd gatld

kapcsolatok vizsgalatat tiiztiik ki célul.



2. CélKitiizés
Mokusmajom (Saimiri sciureus) BA3b és BAl neuronalis

Osszekottetéseinek  szervezOdését és a  taktilis  informacio

integracidjaban  jatszott  szerepét  vizsgaltuk. A tapintas

szempontjabol legfontosabb teriiletekre, az ujjbegyek disztalis
reprezentacioira fokuszaltunk. A kdvetkezd hipotéziseket teszteltiik:

e A magasabb rendii BAl-ben talalhaté arean beliili kapcsolatok
nagyobb lateralis kiterjedéssel rendelkeznek-e és alacsonyabb
szomatotopikus specificitast mutatnak-e mint az alacsonyabb
hierarchia szintli BA3b azonos tipust kapcsolatai, ezzel jarulva
hozza a nagyobb és komplexebb RF tulajdonsagok
kialakulasahoz?

e Az agykérgi nagyitasi faktor figyelembe vétele valtoztat-e az
el6z6 pontban emlitett mintazaton?

e Az Osszekottetések erdteljesebb klaszterezettséget mutatnak-e
BA3b-ben, mint BAl-ben?

e Hogy viszonyul az interaredlis FF és FB kapcsolatok
horizontalis eloszlasa a) az arean beliili kapcsolatokhoz, b)
egymashoz, c¢) a populaciés  aktivitashoz, d) a lokalis
kapcsolatokhoz hasonldan anizotrop-e?

e Az Osszekottetési mintdzat alapjan a vizudlis kéreghez
hasonldéan elmondhato-e, hogy a szenzoros kérgi interakciok
azonos méretll teriiletek kommunikaciojan alapulnak-e,
valamint hogy a szenzoros kérgi feldolgozas hasonld kérgi

mintazaton alapul-e?



e A szomatoszenzoros informacidé feldolgozasaban milyen
szerepet jatszanak a szomatozenzoros axonok célsejtjeit képezo

egyes GABAerg gatlo interneuron tipusok?



3. Modszerek
3.1 Kisérleti helyszin

A fiziologiai és neurondlis nyomkdvetd beadasi kisérletek a
Vanderbilt Egyetem Pszicholdgia Tanszékével (Nashville, TN, USA)
egylttmiikddve a partner laboratoriumaban torténtek
részvételiinkkel. A leirt hisztologiai kisérletek a Semmelweis
Egyetem  Anatomiai, Szovet- és Fejlodéstani Intézetében
laboratoriumunkban torténtek.
3.2 Kisérleti allatok

A kisérletben nyolc feln6tt mokusmajom, 4 ndstény (J, V,

M, R) és 4 him (M, Mo, P, T) vett részt. Az allatok életkora 2-9 év
kozott volt, stlyuk pedig 0,6-1,1 kg kozott. A tartdsi és mitéti
eljarasok megfeleltek az TACUC-nak (Institutional Animal Care and
Use Committee) valamint a NIH (National Institutes of Health)
eldirasainak.
3.3 Funkcionalis térképezés

A kezdeti altatds ketamin-hidrokloriddal (10 mg/kg) tortént
majd izofluran (0,9-1,3%) inhalacioval tartottuk fent. A kranio- és
durotdmia utan a pre- és posztcentralis gyrusnak megfeleld teriilet
(BA1, BA3b, BA3a, M1) keriilt feltarasra. Az ujj-specifikus kérgi
teriiletek aktivaciojanak topografikus felépitése az ujj disztalis,
kozépsé és proximalis részén talalhatd szdrtelen bér vibrotaktilis
ingerlésével keriilt feltérképezésre. Igy a centralis sulcus lateralis
végét hasznadlva viszonyitasi pontként az elektrofiziologiai

térképezés wolfram microelektrodokkal tortént a fels6-kozépsé kérgi



rétegekben. Az adott teriiletet intrinzik jel optikai képalkotd
technikaval (IOS) is feltérképeztiik.
3.4 Palyajelolés

A kézreprezentacio  fiziologiai  moddszerekkel — torténd
feltérképezését kovetéen  biotinilalt-dextran-amint (BDA)
(10K - anterorograd jeldlési preferencia és 3K - retrograd jeldlési
preferencia) iontoforetikus iton 1:1 aranyban injektaltunk a BA3b,
BA3aés BAI disztalis ujjbegy reprezentacios teriiletére.
3.5 Hisztolégia

3.5.1. Fénymikroszképia

50 pum vastag metszetek agyfelszinnel parhuzamosan,
tangencialisan metszett, 110 pum kihagyassal gyljtott sorozatat
vizsgaltuk. A BDA jelolés lathatova tételére standard ABC
protokollt  hasznaltunk  nikkel-intenzifikdlt  diaminobenzidin
kromogén segitségével.

3.5.2. Fluoreszcens immunhisztokémia

20 wm vastag metszetek agyfelszinnel parhuzamosan,
tangencialisan metszett, az 50 pum vastag fénymikroszkopra szant
metszetekkel alternalva gyiijtott sorozatat vizsgaltuk. A tobbszoros
fluoreszcens immunhisztokémiai jeldlést szabadon usz6 metszeteken
végeztiik laborunk standard protokollja szerint.
3.6 BDA jelolés térképezése

Retrograd jelolés esetén a perikarion az axonok altal felvett
jeloléanyag a sejttestbe torténd transzportja révén jelolodik, tehat az
injektalt régid bemeneti teriileteit segit azonositani.

Az anterograd jelol6dés esetén haromféle jelet kiilonboztettiink

meg. Az egyik esetben a hosszan kdvethetd rostok, a masikban a



foltokat alkotd terminalis axon arborizaciok altal jelzett célteriiletek,
a harmadik esetben a jelet a bouton-szerti struktirak adtak, melyeket
mintavételezéssel vizsgaltunk.
3.7 Adatelemzés

Az adatelemzéshez a retrograd és anterograd jel6l6dés elemzésén
tal a retrograd jel kernel shriségtérképeit, DBSCAN
klaszterelemzést és anizotropia elemzést hasznaltuk fel. Az adatok
konnyebb értelmezése miatt bizonyos adatokbol —aranyokat

képeztiink.



4. Eredmények
4.1 Retrograd jelolodés

Az eredmények BAI (harom allat) és BA3b (harom allat)
beadasokbol szarmaznak. A retrogad jel516dott neuronok tobbsége
piramissejt, néhany ,sima”, tiiske nélkiili dendrittel rendelkezd,
feltehetéleg gatld interneuron is lathatd a beadasi hely koriil. A
neuronok mindkét beadas esetén az injektalt aredban jelolodtek
magasabb szamban. A rétegi eloszlas elemzésénél BA3b beadas utan
talaltunk nagyobb szupragranularis értékeket interarealisan, tehat
BAl-ben. BAI injektalds utan nincs kiillonbség a két area kozott a
rétegi eloszlasban.

Az IOS mérés soran aktivalt teriileten beliil jeldlt neuronok
aranya mindkét beadas esetében BA3b-ben mutatott nagyobb
retrograd jelolodést.

A retrogradan legsliriibben jel6lddott ekvivalens teriiletek
esetében az intraarealis értékek nagyobbak voltak.

A legstiribben jeldlt teriiletek és az IOS mérés soran
aktivalodott teriiletek aranya B Al-ben magasabb.

A térbeli csoportosulast sliriség alapt DBSCAN klaszter
algoritmussal vizsgaltuk. A hosszparaméter ndvekedésével a
klaszterek szama hamar eléri a csucsot, aztdn exponencialisan
csokken par darabra és joval kisebb maximalis értéket ér el lassabb
klaszterszam csokkenéssel interarealis jel6lodés esetén. Ezzel
szemben a klaszterek méretének diverzitasa sokkal fokozatosabb

csokkenést mutat az intra- és interarealis jel6lodés esetében is.



4.2 Anterograd jelolédés

Az eredmények BAIl (harom allat) és BA3b (harom allat)
beadasokbol szarmaznak. A talélési id6 megfigyeléseink szerint
jobban hat az anterogad jelolésre, mint a retrogradra. Az
anterogradan jelolt strukturdk jelolédésében nagyobb egyedi
varianciat figyelhetiink meg. BDA jel616dott terminalis arborizaciok
a retrograd jelhez képest egyenletesebben oszlottak el a két areaban.
BA3b beadas esetén az intradrealisan jel6lodott terminalis
arborizaciok aranya magasabb volt, mint a szomszédos aredban
jelolédotteké. A rétegi eloszlasban sehol nem figyelheté meg
kiilonbség az injektalt és szomszédos area kdzott a két beadas esetén.

Az Osszeillesztett metszetsorozatokon mindegyik esetben
megfigyelhetd, hogy a terminalis arborizaciok csoportokat formalnak
a szomszédos sorozatmetszeten talalhatd terminalis arborizacidkkal
oszlop szerii eléfordulast sugallva. Atlagosan csak a termindlis
arborizaciok 15-17%-a nincs atfedésben egyetlen masikkal sem. A
beadasi areaban atlagosan 3-4 terminalis arborizacié alkot egy
csoportot, ehhez képest a szomszédos aredban mar 5 vagy annal tobb
terminalis arborizaciobdl allé csoportok fordulnak el gyakrabban.

BA3b és BAl-ben a terminalis arborizacid csoportok mérete
kiilonbozik ha a két beadast egyiitt vizsgaljuk, interarealisan
nagyobb méretii csoportokat talalunk.

A terminalis arborizacié csoportok horizontalis eloszlasa

mindkét beadas esetén az injektalt arean beliil volt nagyobb.



A terminalis arborizaci6 csoportok legkozelebbi szomszédjainak
vizsgalata azt mutatja, hogy BAIl beadas utan a csoportok nagyobb
tavolsagra helyezkednek el egymastol.

A terminalis arborizacid6 csoportok és az IOS-teriiletek
méretének aranya BA1 beadas esetében 1 koriil mozog, azt mutatva,
hogy a két teriilet koriilbeliil egyforma méretii, és BA3b beadas
értékeinél tizszer nagyobbak az injektalt aredkat 6sszehasonlitva.

A retrograd és anterograd jel6l6dés  Gsszehasonlitasa
megmutatta, hogy az injektalt aredban a terminalis arborizacio
csoportok tobb csokkend sliriségii teriileten oszlottak el, mint a
szomszédos aredban. BA3b beadas utdn jel6lddott terminalis
arborizacid csoportok joval koncentraltabban helyezkedtek el a
retrogradan stiriibben jeldlt areakban, mint a BAl beadas utan
jelolédottek.

4.3 A retrograd és anterograd jelolodott kérgi teriilet és az altala
reprezentalt borfeliiletek méretének Gsszehasonlitasa

A retrograd jel616dés esetében az areakra fliggetleniil kiszamolt
legstiriibb teriiletek BA3b beadas utan BA1-ben nagyobb borfeliilet
reprezentaltak. Az ekvivalens slirliségli teriiletek esetében szamolt
teriiletek esetében az injektalt areak azonos méreti borfeliiletet
reprezentalnak BA3b-ben és BAl-ben.

Az anterograd jelolodés esetében BA3b-ben kisebb értékeket
kapunk mindkét beadas esetén ha a terminalis arborizaci6é csoportok
méretéb6l szamoljuk ki a reprezentalt borfeliilet nagysagat. Ha a
terminalis arborizaci6 csoportok lateralis kiterjedésébdl szamoljuk ki

a borfeliileten talalhato tavolsagot, akkor BA3b beadas esetén nem
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talalunk kiilonbséget az injektalt és a szomszédos teriilet kozott, mig
BAl beadas esetében az injektalt area nagyobb borteriiletet
reprezental. Az injektalt areak altal lefedett borteriiletek koziil BAI
haromszorosan nagyobb teriiletet reprezental, mint BA3b.
4.4 A retrograd és anterograd jeleloszlas anizotropiaja

A kapcsolatok anizotropidjanak kiterjedése és iranyultsaga
megmutatja, esetiinkben a szomatotopias térképen, hogy a retrograd
és anterograd jelolédés mutat-e valamilyen iranyultsagot. Az
anterograd és retrograd jel eloszlasa is anizotropnak mutatkozott.
4.5 Vastag, egyenes lefutasu rostok eloszlasa

Mind  BA3b-ben, mind BAl-ben taldltunk BDA jelolt
mielinizalt axonokat elektronmikroszképpal a beadasi helyt6l
fiiggetleniil, amelyek a gyors informacio szallitasért lehetnek
felelosek.
4.6 BDA-jelolt afferensek szelektiv végzodése Kiilonb6z6 GABAerg

interneuronokon a szomatoszenzoros kéreghen

Az eredmények BAIl (harom allat) és BA3a (két allat)
beadasokbol szarmaznak, az aredk kozotti (BA1-BA3b és BA3a-M1)
és lokalis kapcsolatokat vizsgaltuk parvalbumin (PV) és
szomatosztatin (SOM) pozitivan jel616dott interneuronok esetében.

Az autofluoreszcencia mértéke csokkenthetd volt réz-szulfat
kezeléssel és a primer ellenanyaggal torténd inkubacid soran tortént
megvilagitassal, de teljesen nem volt kikiiszobolheto.

A feltérképezett boutonok 5,6%-a képzett kdzeli kapcsolatot
valamilyen immunpozitivan jel616dott GABAerg interneuronnal. A
kozeli kapcsolatok 53%-a a szupragranularis rétegekben volt

megtalalhato. BAI beadas utan atlagosan a boutonok 5,6%-a, BA3a
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beadas utan 5,8%-a képez kozeli kapcsolatot valamelyik immunjeldlt
interneuronnal.

Altalaban elmondhat6, hogy a SOM festés kevesebb strukturat
jelolt, mint a PV.

A PV pozitiv sejtek esetén nincs kiilonbség az injektalt és a
szomszédos areaban képzett kozeli kapcsolatok megoszlasa kozott
egyik beadas esetében sem. Ehhez hasonléan a PV interneuronokat
célz6 BAl beadas utan jel6lodott axonok sem mutattak area
preferenciat, mig BA3a beadas utan csak M1-ben talaltunk PV
interneuronnal létesitett kapcsolatot. A szupra- és infragranularis
rétegek kozotti eloszlasban sincs kiillonbség.

A SOM interneuronokkal Iétesitett kapcsolatokat mindkét
beadds utan arean beliili jelolt afferensek alkottdk magasabb
aranyban. BA1 beadas utan csak a dendriten figyeltiink meg kozeli
kontaktusokat, BA3a beadds utan az arany a sejttestek felé tolodik

el.
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5. Kovetkeztetések
5.1 BA3Db és BAl kolumna méretii teriileteinek arean beliili és areiak
kozotti kapesolatai

Kolumna méretli agykérgi teriiletek bemeneteinek (neuronok) és
célteriileteinek (efferens terminalis arborizaciok) horizontalis
kiterjedését az ujjbegy reprezentacios teriiletén  reciprok
Osszekottetésben és hierarchikus funkcionalis kapcsolatban allo
BA3b és BALI teriiletén kombindlt anatomiai, elektrofiziologiai és
I0S mérések segitségével vizsgaltuk. A tanulmany a magas
jeldenzitasu teriiletekre fokuszalt.

5.1.1 A kapesolatok lateralis kiterjedése

A felszalld kapcsolatok erésen konvergalnak igy alakitva ki az
RF kozponti részének bemeneti kapcsolatait az SI-ben. Ezzel
ellentétben a leszalld és arean beliili kapcsolatok nagyobb lateralis
kiterjedése az extra klasszikus RF tulajdonsagok kialakitasaban,
altalanosabban a szomatotopia és almodalitds informaciok
integralasaban, van szerepe az SI-ben.

Megmutattuk, hogy BA3b és BAI arean beliili kapcsolatai nem
kiilonboznek egymastol nagy mértékben, viszont a kisebb CMF
BAIl-ben nagyobb borfeliiletrdl érkezd informacio integracidjat teszi
lehetové.

5.1.2 A vetité neuronok klaszterezettsége

A BA3b és BAl-ben talalhato vetit6 neuronok klaszterezettsége
eltér6 volt, ami a BA3b és BAIl-ben talalhaté RF-k eltéré méretébol
adodhat.
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5.1.3 A kérgi populacios valasz anatomiai alapjai

Az aredk kozotti le- és felszallo kapcsolatok eloszlasa és az I0S
mérés soran aktivalodott teriiletek viszonya alatamasztja, hogy ezek
a kapcsolatok a kérgi populacios valaszhoz eltéré mértékben jarulnak
hozza. Az IOS-teriilet nagysaga valtozott a CMF-hez képest, és
nagyobb volt BA3b-ben, mint BAl-ben. A le- és felszallo
kapcsolatok esetében is megfigyelhetd volt az a tendencia, hogy
BA1-ben nagyobb borfeliilet reprezentalodik, mint BA3b-ben.

Megmutattuk, hogy hasonldan az arean beliili kapcsolatokhoz
az areak kozotti fel- és leszalld kapcsolatok is anizotropikus
felépitést mutatnak. és ez az ujjbegy repezentaciora merdleges.

Az interakciok dinamikajat illetéen az eredmények azt
mutatjak, hogy a vizualis kéregben leirtakhoz hasonléan van egy
gyorsan vezetd vastag, részben mielinizalt rostokbol allo palya BAl
és BA3b kozott.

5.2 Kérgigatlas

Az SI-ben az axonok célsejt szelektivitasa a gatloé internuronokon
hasonl6 eloszlast mutat féemlésben mint ragesaloknal. A gatld
interneuronok és az ezeknek a sejteknek bemenetet add anterograd
jelolédés  kapcsolatanak — vizsgalata — megmutatta, hogy a
foemlosokben és ragesalokban talalhatod sejteloszlas és bemeneti

kapcsolatok mintazata hasonlo.
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