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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AAS - axo-axonikus vagy kandelaber sejtek

AP - amiloid-p

ACh - acetilkolin

AchE — acetilkolin-észteraz

AICD - APP intracellularis doménje

AISZ - axon inicialis Szegmentum

AK — Alzheimer-kor

APP - amiloid prekurzor fehérje

BACE 1-2 - 1-es és 2-es tipusu P szekretaz

BF - bazalis eldagy

BF-SEM - blokk-felszini sorozatmetszet pasztazo elektronmikroszkop
BSA-c/TBS — TBS-ben oldott Aurion BSA-c oldat
CAL,2,3 — cornu ammonis (ammonszarv) 1,2,3-mas régio
CCK — kolecisztokinin

CB1 - 1-es tipust kannabinoid receptor

ChAT — kolin-acetiltranszferaz

CTF - a-szekretaz C-terminalis fragmense

DAB - 3,3’diaminobenzidin

DG - gyrus dentatus

DN — disztrofias neurit

DV - desztillalt viz

EC — entorhinalis kéreg

eGFP - zold fluoreszcens fehérje

EOAD - eary onset -korai kezdet(i

FAD - csaladi 6roklodést, familiaris Alzheimer-kor
GA — glutaraldehid

GABA — gamma-amino-vajsav

GABAA— A-tipusit GABA receptor

GFAP — glia fibrillaris savas protein

gcl — stratum granulosum

HIPP — hippokampusz
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HDR — homolo6g rekombinécio

HIL - hilus

HSA - humén szérum albumin

Ibal - ionizalt kalcium-ko6té adapter fehérje

IN - interneuron

LOAD - late onset kés6i kezdetii

KI - knock-in, meghatarozott gének beillesztése
KO — knock-out, meghatarozott génekek kititése
MS — medialis szeptum

ml — stratum moleculare

NL2 — neuroligin 2

OLM - oriens-lacunosum moleculare sejt

PB — foszfatpuffer

pcl — stratum pyramidale

PNN — perineuronalis halozat

PV /PV+ - parvalbumin, parvalbumin immunjel6lésre pozitiv
SAD - szérvanyos megjelenésti Alzheimer-kor
se — szeptum

sl — stratum lucidum

sl-m — stratum lacunosum-moleculare

SO — stratum oriens

SOM - szomatosztatin

sr — stratum radiatum

sp — stratum pyramidale

TB — tris puffer

TBS — tris pufferelt fiziologias sdéoldat

VAChT - vezikularis acetilkolin transzporter
VGAT - Vezikularis GABA transzporter

VIP - vazoaktiv intestinalis peptid

vGIuT1,2,3 — 1-es, 2-es, vagy 3-mas tipusu vezikularis glutamat transzporter

VT — vad tipust egér
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I. BEVEZETES

1.1.Az Alzheimer-kor

1.1.1. A betegség klinikai tiinetei, korlefolyasa

Az Alzheimer-kort (AK) eldszor, 1907-ben Alois Alzheimer, német orvos irta le
(Stelzmann és mtsaiés mtsai, 1995). Ez a demencia leggyakoribb formaja, amely az egész
vilagon sulyos kozegészségiigyi kérdés. Az AK lehetséges tiinetei: a rovid- €s hosszutava
emlékezet zavara, az izmok feletti kontroll elvesztése, igy a rutinmozdulatok
elvégzésének nehézkessé valasa, az absztrakt gondolkodas és az itéldképesség romlasa,
hangulatvaltozas, zavartsag, ingerlékenység, esetleg er0szakossa valnak a betegek. A
sulyos allapoti AK-os beteg onellatasra nem képes, mindemellett nem tud gondolkozni
¢és besz¢€lni sem. A betegség tulajdonképpen az értelem és a személyiség lassu szétesése.

Az AK kialakulasa soktényezds folyamat, még nem sikeriilt olyan modszert
talalni, amely onmagaban elegendd lenne a pontos diagndzis felallitasahoz, vagy annak
kisztiréséhez. Tobb 1épcsds vizsgalati folyamat utan, 90%-os valoszinliséggel
megallapithato a mar kialakult AK, de ehhez sziikséges a beteg részletes kikérdezése,
olyan laboratoriumi vizsgalatok elvégzése, amelyek kizarjdk az egyéb, szellemi
leéptiléssel jaro belgyogyaszati betegségeket, sziikséges a memoria €s problémamegoldd
készségek tesztelése, valamint az agy, képalkoté mddszerekkel (CT, MRI, amiloid és tau
PET vizsgalat) valo feltérképezése. Jelenleg is, teljes bizonyossaggal csak az agyszovet
boncolasaval lehet azt kimondani, hogy valaki életében AK volt.

Specialis koriilmények kozott (mint példaul a gyorsan kialakuld vagy az atipikus
jellemzokkel rendelkezé demencia, illetve a korai kezdetii demencia) mas tesztek is
alkalmazhatoak, ilyenek példaul a cerebrospinalis folyadékban fellépd koros amiloid-béta
(AP) és tau mérése. Az amiloid-béta jelenléte, 5nmagaban nem jelenti teljes bizonysaggal
az AK meglétét, hiszen szamos vizsgalat kimutatta, hogy az AP jelenléte 6nmagaban nem
mindig okoz AK-t (Breijyeh és mtsaiés mtsai, 2021). A mai napig nem egyértelmii a
kezdeti stddiumban az AK kimutatésa, de a kialakulasdhoz vezetd okok sem, igy szamos
hipotézis sziiletett a kiillonb6zé megkdzelitesek alapjan. A kovetkezOkben ezt szeretném

bemutatni.
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1.1.2. Az Alzheimer-kér kialakulasanak néhany fontosabb hipotézise
Az Alzheimer-kor kialakulasanak hipotéziseit tobb Osszefoglald cikkben is
részlezik, a disszertaciomban felsoroltakat Du és munkatarsai 2018-ban megjelent

munkaja alapjan mutatom be (Du és mtsaiés mtsai, 2018).

1.1.2. 1. Kolinerg hipotézis

A kolinerg diszfunkcion alapuld AK hipotézis a legrégebbi (Contestabile, 2011).
Mar a 80-as évek elejétdl tobb tanulmanyban leirtak, hogy AK-betegek biopszias (Francis
és mtsaiés mtsai, 1993) és posztmortem agyszovetének biokémiai vizsgalatai soran
csokkent kolin-acetil-transzferaz aktivitas (Wilcock és mtsaiés mtsai, 1982), acetilkolin
szintézis (Sims és mtsaiés mtsai, 1983), kolinfelvétel (Rylett és mtsaiés mtsai, 1983) és
acetilkolin felszabadulas (Nilsson és mtsaiés mtsai, 1986) volt megfigyelhet. Ezek a
megfigyelések azt jelentették, hogy a kolinerg idegsejtek degeneracidja és az ezzel jaro
kolinerg neurotranszmisszio elvesztése az agykéregben és mas teriileteken (Striatum,
hippokampusz, nucleus basalis) jelentésen hozzajarult a kognitiv funkciok romlasahoz
Bartus és mtsaiés mtsai, 1982; Perez és mtsaiés mtsai, 2007). Az acetilkolin (ACh) a
kolinerg idegsejtek altal hasznalt neurotranszmitter, amely szamos élettani folyamatban
részt vesz, igy példaul a figyelem, a tanulds, a memoria, a stresszvalasz, az ¢brenlét és
alvas, valamint a szenzoros informaciok feldolgozasaban (Haam and Yakel, 2017;
Miranda and Bermudez-Rattoni, 1999; Sarter and Bruno, 1997). Kimutathato, hogy a
preszinaptikus kolinerg terminalisokban talalhaté nikotinos- és muszkarinos acetil-kolin-
receptorok szamanak csokkenése csokkenti a kognitiv funkciot (Nordberg, 1992;
Whitehouse és mtsaiés mtsai, 1988). In vitro vizsgalatok azt is bizonyitottak, hogy az A
gatolja a kolinerg neurotranszmissziot (Auld és mtsaiés mtsai, 1998; Kar és mtsaiés mtsai,
2002).

A jelenleg rendelkezésre allo gyogyszeres kezelések egy része a kolinerg
hipotézisen alapulnak (Vaz and Silvestre, 2020). A kolinészteraz inhibitorok az AK
gyogyszeres kezelésének alappillérei, gatoljak a kolinészterazt, amely az AcH
lebontasasért felel ezzel emelik a neurotranszmitter szintjét és a tiinetek modosulasat
eredményezik (Burns and Iliffe, 2009; Sharma, 2019). A kolin (acetilkolin
neurotranszmitter prekurzora) fontos szerepet t6lt be kiilonb6z6 sejtfunkciokban, metil -

donorként szolgél és a sejtmembranok eldallitdsdnak eléfutdra. A kolin aktivalja az
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a7nAch receptort, és a Sigma -1 receptor (c1R) agonistijaként is mikodik. Ezek a
receptorok szabalyozzék a kozponti idegrendszer immunvélaszat, és diszregulaciojuk
hozzajarul az AK patogeneziséhez (Velazquez és mtsaiés mtsai, 2019, 2020). A
hippokampuszban talalhat6 kolinerg rostok a medialis szeptumbo6l kolinerg sejtjeibol
erednek.

Az eldbbi eredmények jol mutatjdk a kolinerg rendszer jelentdségét az AK
patogenezisében, ezért is valasztottam dolgozatom egyik téméjanak a medialis szeptum

(MS) kolinerg rostjainak vizsgalatat mind egészséges, mind pedig AK egér modelben.

1.1.2.2. AP kaszkad hipotézis

Az AP 36-43 aminosavbol all6 peptideket jelol, amelyek az amiloid plakkok f6
alkotoelemei. Az AP normal funkcidjat nem ismerjiik jol, de szamos lehetséges aktivitast
fedeztek fel, beleértve a kinaz enzimek aktivalasat, szerepet jatszik az oxidativ stressz
elleni védekezésben, a koleszterintranszport szabalyozasaban, transzkripcios faktorként,
és antimikrobialis aktivitasban (Baruch-Suchodolsky and Fischer, 2009; Igbavboa, 2009;
Yao and Papadopoulos, 2002).

Az AP fehérje extracellularis lerakodéasai, mint a szenilis plakkok, az
intraneurondlis neurofibrillaris kotegek €és a nagymértékii neuronalis veszteség az AK
legfontosabb patologias tulajdonsagai. Igy az AP peptideket mar régéta az AK potencialis
célpontjanak tekintik és az elmult husz évben az 0j gydgyszerek kutatasa is erre iranyult
(Cummings és mtsaiés mtsai, 2016). Az anti-Ap terapiaban a legkozvetlenebb stratégia
az AP termelésének csokkentése a B- és y-szekretaz célzasaval (Vassar and Citron, 2000).
Meg kell jegyezni azonban, hogy egyes esetekben az AK betegeknél nem feltétleniil
jellemz6 a tultermel6dé amiloid prekurzor fehérje (APP), ezen tulmenden, a kiillonb6zo
AP izoformdk endogén pozitiv reguldtorokként is szolgalhatnak a hippokampusz
szinapszisainak neurotranszmitter felszabadulasahoz (Abramov és mtsaiés mtsai, 2009).

Az anti-amiloid terapianak harom megkozelitése létezik: az Ap-termelés
csokkentése, az AP aggregicid6 megeldzése és az AP eltlintetésének (cleareance)

elésegitése, eddig egyik stratégia sem hozta a vart sikert (Vaz and Silvestre, 2020).
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L.dbra. Az amiloid prekurzor fehérje (APP) feldolgozasanak utjai és az amiloid-f (Apf)

Sformak kialakulasa médositva (Polanco és mtsaiés mtsai, 2018).

1.1.2.3. Az amiloid prekurzor fehérje feldolgozasanak utjai és az amiloid-p formak
kialakulasa

Szamos APP izoforma létezik: az elsddleges neuronalis formaja az APP695, mig
az asztrocitak és a mikroglidk az APP751-et és APP770-et is kifejezik (Del Turco és
mtsaiés mtsai, 2016). Az APP feldolgozasa szamos idegsejt kompartmentben megy végbe
- ideértve az axonokat, az idegvégzddéseket €s a dendriteket - ami szdmos biologiailag
aktiv molekula részletet eredményez (1.4bra) . A szinaptikus aktivitas altal stimulalt,
nem-amiloidogén (vagyis nem A-formald) APP-feldolgozési Utvonalban, a felszini
APP-t els6sorban az a-szekretdz dezintegrin €s a metalloprotedz-domént tartalmazo 10-
es protein hasitja (ADAM10) (Hoey és mtsaiés mtsai, 2009; Prox és mtsaiés mtsai, 2013).
Amikor a szolubilis APPa felszabadul az extracellularis kornyezetbe, akkor az APP egy
rovid darabja, az a-szekretaz C-termindlis fragmense (a-CTF) a membréanba beillesztve
marad. Ezt a fragmenst ismeri fel a y-szekretdz komplex, amely endopeptidaz-szerti -
hasitassal az APP intracellularis doménjének (AICD) intracelluléris felszabadulasahoz

vezet €s 1étrejon a p3 fragmens karboxipeptidaz-szerii y-hasitassal (Vassar, 2013). Mivel
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a kezdeti a-hasitas az AP région beliil zajlik, az AP képzddése kizart. Az amiloidogén 1t
(ami AP képzddéshez vezet) azt feltételezi, hogy az a felszini APP, amely nem ment at o
hasitason, internalizalodik az endoszoémakba, ahol az 1-es és 2-es tipust B szekretazok
(BACEL1L és BACE2) egy olyan helyen hasitjak, amelyen az A aminoterminalisava valik.
A hosszl B-szekretaz C-terminalis fragmentuma ($-CTF) a membranhoz rogzitve marad,
mig az oldhat6 APPB (sAPPfB) felszabadul. A y-szekretaz komplex kezdetben
endoproteolitikus e-vagasokkal hasitja a B-CTF-et, 1étrehozva az AICD-jét, valamint az
APA48 és AP49 két formajat. Ez két peptid tovabb hasitodik a y-szekretaz altal, amely exo-
proteolitikus y -vagasokat hajt végre 3-4 alkalommal a hidroféb szekvencian beliil,
rovidebb peptideket képezve: az AP48 az AP45S, az AP42 és az AP38, mig az AP49 az
AP46, AP43 és AP40 kialakulasat eredményezi (Takami és mtsaiés mtsai, 2009). Ha tal
nagy mennyiségii AP szintetizalodik, egy kritikus koncentraciot meghaladva, toxikus
aggregatumok keletkeznek, ezek a sejtek kozott kicsapodva plakkokat hoznak 1étre. Az
amiloid hipotézis szerint, a neuronokat az extracellularisan jelenlévé AP
szignalizacios hatdsai karositjadk, Ca2+ aramlik be a sejtekbe, felborul a fehérjék
foszforilacidos egyensulya, és a sejteken beliil sejtkarositd fehérjék csapodnak ki.

Az APP feldolgozasa szigortian szabalyozott és a dendritek és axonok mentén a
szekretazokkal egylitt - a szekrécios utvonalon keresztiil - a preszinaptikus boutonokba
tovabbitodik (Born és mtsaiés mtsai, 2014), itt zajlik a BACE1 és az APP kozotti
kolcsonhatds. Noha az AP  szekretdlodhat mind preszinaptikusan, mind
posztszinaptikusan (DeBoer és mtsaiés mtsai, 2014), az axonalisan szekretalt fragmensek
tobbsége endocitdzis altal a szomaba keriil, feldolgozodik és a terminalisba szallitodik

(Niederst és mtsaiés mtsai, 2015).

1.1.2.4. Gyulladasos hipotézis

Az AK jellemz6 kisér6i a reaktiv gliozis €s a neuroinflammacio. Egyre tobb
bizonyitek igazolja, hogy a mikroglidk az AK kozponti szerepldi, miutan a reaktiv
mikroglidk és az asztrocitdk koriilveszik az amiloid plakkokat és szamos
gyulladdscsokkentd citokint valasztanak ki. Ezek az események az AK kialakuldsanak
korai, legfontosabb mozgatorugoinak tekintheték. A mikroglidkkal kapcsolatos

utvonalakat kdzponti kérdésnek tekintették a betegség kockazata €s a patogenezis soran,
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igy genetikai és transzkriptomikai vizsgéalatokkal is alatdmasztottadk (Bolds és mtsaiés

mtsai, 2017; Dong és mtsaiés mtsai, 2017).

1.1.3. Az Alzheimer-kor kialakulasanak fébb tipusai, kivalté okok

Az AK két tipusba sorolhat¢ attdl fliggden hogy az mikor jelenik meg a beteg élete
soran, igy az feloszthat6 korai (<60 év, EOAD — eary onset) és a késoi (> 60 év, LOAD
— late onset) betegség tipusra (Bertram és mtsaiés mtsai, 2010; Blennow és mtsaiés mtsai,
2006). A két megjelenési formanal masok a kivalté okok. Humangenetikai szempontbol
szintén két forma kiilonboztetheté meg, az egyik orokletes, csaladi AK (FAD), amely
megfelelt az EOAD-nak; a masik pedig szoérvanyos megjelenésti AK (SAD), amely a fenti
LOAD csoportnak felel meg (Bertram és mtsaiés mtsai, 2010; Ling és mtsaiés mitsai,
2003). Az 6sszes Alzheimer-koros betegnek csupan 4-8% -a szendved csaladi 6rokl6dést
megbetegedésben.

Emberekben a FAD-t autoszomalis dominans mutaciok okozzak az APP (Goate
and Hardy, 2012), PSEN1 és PSEN2 génekben (Campion és mtsaiés mtsai, 1995; Cruts
¢s mtsaiés mtsai, 1995), ezek a gének szamitanak az AK egyik f6 genetikai kockazati
tényezdjének. A szorvanyos AK a gyakoribb forma, az dsszes megbetegedés tobb mint
90% -at teszi ki (Goedert and Spillantini, 2006). Felvet6dott, hogy a genetikai és
kornyezeti tényezok szinergikus hatasa lehet felelés a FAD és az SAD formakért (Huang,
Yadong; Mucke, 2012). Tobb tipusu kockazati tényez6t is leirtak, ilyenek példaul a ndi
nem (Mielke és mtsaiés mtsai, 2014), az életkor, az alacsony iskolazottsagi fok (Griinblatt
és mtsaiés mtsai, 2009), a dohanyzas (Catado és mtsaiés mtsai, 2010); az elhizas
(Beydoun és mtsaiés mtsai, 2008; Kivipelto és mtsaiés mtsai, 2005) és a diabetes mellitus
(Arvanitakis és mtsaiés mtsai, 2004). A klinikai és a neuropatologiai elemzések azt
mutatjak, hogy a FAD spasztikus bénulassal, amiloid angiopatiaval, és nem-neuritikus,
gyapjuszerii plakkokkal, neurofibrillaris kotegekkel jarhat (Crook és mtsai, 1998; E.
Hellstrom-Lindahl et al, 2009; Lleo et al, 2006).

1.1.3.1. Az Alzheimer-kor népegészségiigyi jelentosége
2007 ¢és 2017 kozott Europaban, a neuroldgiai rendellenességek koziil a
legnagyobb novekedés az Alzheimer-kor és mas demenciak okozta halalesetek korében

tortént (46,2%), 2017-ben az 1,72 millio halaleset 2,51 milliora emelkedett (Nichols €s
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mtsaiés mtsai, 2019). Az Alzheimer-kor eléfordulasa Eurdépaban 1000 emberre
vonatkoztatva 11,08 beteg volt; nemek szerint lebontva, ez a férfiakban 7,02, a nékben
13,25 beteget jelent; ezek az aranyok az ¢letkor emelkedésével egyre inkdbb novekedést
mutatnak (Niu, 2017).
1.1.4. Az Alzheimer-kér vizsgalatara hasznalt egér modellek rovid jellemzése

Az AK-ban el6forduld génmutaciokat hordozd transzgenikus egér modellek
eléallitasa nagymértékben hozzajarul a betegség hatterének és megértésének kutatasahoz.
A jelenleg elérhet6 transzgenikus egérmodellek teljesebb korli rendszerezése, amely

kozel 210 allattorzset foglal magéaban a http://www.alzforum.org/res/com/tra/ honlapon

talalhatd. A homolog rekombinacids technikan alapia AK modellek kdzé tartoznak azok
az egértorzsek, amelyekben az AK-hoz kapcsolodo géneket vagy kiiitik (knockout (KO))
vagy beillesztik (knock-in (K1) egy adott szakaszon.

Kisérleteinkben egy 1j Kl torzset hasznaltunk, az APPN-F egereket, amelyeket
Saito és munkatdrsai mutattak be (Saito és mtsaiés mtsai, 2016). Az APPN-F modell
kikiiszoboli az APP talzott mértékli expresszidja altal okozott és a betegségre nem
jellemzd miitermékeket azaltal, hogy az allatokban kifejez6d6 APP promotere nem
mesterséges, hanem az egér sajat APP promotere. Itt az APP Kl konstrukci6 tartalmaz
egy humanizalt AP régiodt, azaz az egér génjét kicserélték az emberi génre ugy, hogy az
két patogén mutacoét tartalmaz, ezek a svéd ,,NL” és az ibériai ,,F” mutaciok. Az endogén
egér APP promoterének hasznélata miatt a konstrukcid a megfeleld sejttipusu és idébeli
specifitassal rendelkezd sejtekben expresszalodik. Ezekben az allatokban az A
felhalmozdodasa hat honap koriil alakul ki. Az AB42 kifejezett emelkedése jellemz6 a svéd
¢s az ibériai mutaciok APP proteolizisére gyakorolt egylittes hatasa miatt, amelyek
novelik a teljes AR és AP42 mennyiségét. Az APPNF egerek szamos AK-ral tarsuld
patologiat mutatnak, ideértve az amiloid plakkokat a kéregben és a hippokampuszban, a
szinaptikus veszteséget, valamint a mikrogliozist €s az asztrocitozist, kiilonosen a
plakkok kozelében. Neurofibrillaris kotegeket nem észleltek, bar a plakkok koriil
kialakul6 disztrofikus neuritokban megndvekedett foszforilalt tau-szint figyelheté meg.
Nagyon eldrehaladott korban, legalabb 24 honapos korban a tau patoldgiara utald néhany
jelet észlelnek a hippokampuszban, am ezek sztochasztikus jelleglieck és esetleg
miitermékek lehetnek (Takaomi Saido megfigyelés). Az APPNLF egerek kognitiv

karosodas jeleit mutatjdk 18 honaposan, kiilondsen a memoria romldsat, az Y
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labirintusban mérve. A Morris vizlabirintusban végzett viselkedéstesztek eredményeiben

nem volt szignifikans eltérés (Nilsson és mtsaiés mtsai, 2014).

1.2. Az egér hippokampusz funkcionalis anatomiajanak osszefoglalasa

1.2.1. A hippokampalis formacioé anatémiaja, kapcsolatrendszere, felépitése

A tobb mint egy évszdzados neuroanatdmiai kutatdsok €s a sz6 szerint tobb tizezer
tudomanyos cikk ellenére sem sziiletett egyetértés a hippokampusz nevezéktananak egyes
szempontjair6l. A dolgozatomban Andersen és munkatarsainak (Andersen és mtsaiés
mtsai , 2009) szakkonyve alapjan foglalom Gssze vazlatosan a hippokampalis formacio
anatomiajahoz kapcsold6do legfontosabb tudnivaldkat. A kdnyvben elfogadott vélemény
szerint a hippokampalis formaciot a hippokampusz ammonszarvai (CA1-3, a CA
rovidités a cornu ammonisbdl szarmazik) és a hozza kapcsolddd agyi teriiletek (az
entorhinalis kéreg, a gyrus dentatus, a presubiculum, a parasubiculum és a subiculum)
egyiittese hatirozza meg, amelyek funkcionalis rendszert alkotnak. Altalanossagban
hippokampusznak a gyrus dentatus és a CA1-3 régiok egyiittesét szoktak nevezni, a
disszertacio tovabbi részében ezt kdvetem.

A hippokampalis formacio 6si agyi struktira, az archikortex része; ragcsalokban
hosszukas alaku, az agy kézépvonalatol a hossztengelye mentén elnyujtottan, c-alakban
helyezkedik el, rostrodorzalisan a szeptalis magok kozelében, a thalamus felett és a
temporalis kéreg kezdeti részétl caudoventralisan. A subiculum a szeptotemporalis
tengely egyharmadéanal taldlhato; az entorhindlis kéreg ennél még kaudalisabban
helyezkedik el, kozottiik van az angularis koteg, amely az entorhinalis kéreg és a
hippokampalis formacio tobbi részének informécidcseréjét kozvetitd axonokat gylijti
Ossze. A fimbria nevii axonkdteg a szeptdlis pdlus el6tt talalhatdo és koti Ossze a
hippokampalis formaciét a tobbi agyteriilettel, majd a fornixban folytatodik. A
kommisszuralis rostok kotik Ossze kétoldali hippokampuszokat (Andersen €s mitsai,
2009).

A hippokampalis formacié kiilonb6z6 tipust glutamaterg sejtjei egymassal
jellemzden egyiranyu kapcsolatrendszert alkotnak, amely a gyrus dentatus felol a CAl
felé halad és kiindulasi pontja az entorhinalis kéreg. Ez a teriilet begy(jti a tobbi kérgi

struktarabol szarmazd szenzoros informacidkat, majd a II. rétegében talalhato
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piramissejtek a perforans palyan keresztiil a gyrus dentatus szemcsesejtjeihez és CA3-ba
kiildik axonjaikat, mig a III. rétegében talalhato piramissejtek a CA1-be és a subiculumba
kiildik rostjaikat a perforans ¢és alveolaris palyan keresztiill. A gyrus dentatus
szemcsesejtjei a moharostokon keresztiil érik el a CA3 piramissejtjeit, amely utobbiak
végilil axonjaikkal, a Schaffer-kollateralisokkal kiildenek informaciot a CAl-es
piramissejtek dendritjeire. A CAl-ben talalhato piramissejtek a subiculumba, valamint az
entorhinalis kéreg mély, V. rétegébe vetitenek. A subiculumboél szarmazé informacid
szintén eléri az entorhinalis kéreg V. rétegének sejtjeit; melyek a tobbi kérgi struktara felé
kozvetitik a hippokampuszban mar feldolgozott informaciét. A korai szakirodalom
kihangsulyozta az els6 harom kapcsolatot (EC — DG (1. szinapszis), DG — CA3 (2.
szinapszis),CA3 — CAl (3. szinapszis)) a hippokampalis Osszekottetések koziil |,
amelyeket a ,,tri-szinaptikus hurok™ kifejezés alkalmazédsaval kiemeltek a tobbi palya

egylittese koziil (Andersen és mtsai, 1971).

2. dbra. A hippokampalis formacioés
rétegeinek sematikus képe. Modositva..

Forrds: (Andersen P., 2007).

A hippokampusz rétegeinek bemutatdsanal
(2.abra) a gyrus dentatus és CA1-3 régiok
felépitésére térek ki vazlatosan, mivel a
dolgozatomban ezek a teriiletek szerepelnek.
Keresztmetszetben ezek a teriiletek két
egymasba fordulé U-alakot formaznak és

jellegzetes laminaris szerkezetet mutatnak. A

gyrus dentatus principalis  sejtei, a
szemcsesejtjeck egy rétegbe, a stratum
granulosumba rendezddnek, és az egyik U-alakot formazzak: a fels6, CA1 és CA3 kozott
elhelyezked6 egyenes része a szuprapiramidalis él, a CA3 alatti egyenes az
infrapiramidalis €l. Dendritjeik a molekularis rétegben (stratum moleculare) d4gaznak szét.
A stratum granulosumba rendezddott szemcsesejtek ¢€lei kozott talalhatod a polimorf réteg,

mely interneuronokat, mohasejteket és a szemcsesejtek moharostjait tartalmazza. A CAl-
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3 régidk piramissejtjei szintén egy rétegben lokalizalodnak, a stratum pyramidaléban; a
régiok kozotti hatdrokat a piramissejtek morfoldgiaja alapjan lehet elkiiloniteni. A CA1
piramissejtjei kisebb méretiick, a CA3 és CA2-es piramissejtek nagyobbak, és csak a CA3
piramissejtjei kapnak bemenetet a szemcsesejtek moharostjaitél a stratum lucidum
rétegben. A piramissejtek basalis dendritjei a str. oriensben dgaznak el, az apikalis
dendritjeit és eldgazasait a stratum radiatum tartalmazza; a legvékonyabb agait a stratum

lacunosum-moleculare, amely a hippokampalis hasadékhoz legk6zelebb helyezkedik el.

1.2.2. A hippokampuszon beliili gatlas, a hippokampalis interneuronok

A hippokampuszban talalhatd GABAerg, gatld interneuronokat (IN)
leggyakrabban az alapjan kiilonitik el, hogy axonfijuk a serkentd piramissejtek
felszinének mely részén végzddnek. Ez azért meghatdrozo szempont, mert az idegsejtek
a dendritjeikre érkez0 szinaptikus bemenetek altal kivaltott jeleket szomajukon 6sszegzik,
majd a kimend jel a sejttestrdl eredd axon inicialis szegmentumokban (AISZ) keletkezik,
¢s innen terjed végig az axonagakon. Tehat minél kozelebb helyezkedik el egy gatld
szinapszis az AISZ-hez, vagyis az akcids potencial keletkezési helyéhez, annal
hatékonyabban képes befolyasolni a sejt tiizelését vagy annak tiizelési ritmusat, mig, ha
a gatlas a dendritekre érkezik akkor az a sejt ingerelhetdségét és plasztikus tanulési

folyamatokban betdltott szerepét lesz képes befolyasolni térben és idOben.

A hippokampuszban talalhaté interneuronok

A hippokampuszban a lokalis, GABAerg gatlo IN-ok a teljes neuronalis
sejtpopulacié ~ 10-15% -at teszik ki, amelyek jelenlegi tuddsunk szerint legalabb 21
altipusba sorolhatdak és err6l tobb részletes Osszefoglalod is késziilt (Bezaire, 2013;
Freund, Tamas F., Buzsaki, 1996; Klausberger and Somogyi, 2008; Pelkey és mtsaiés
mtsai, 2017). Az interneuronokat a piramissejtekhez viszonyitott kapcsolatuk alapjan,
periszomatikus régiot célzo ¢és dendriteket célzd csoportra oszthatjuk, valamint

megkiilonboztetiink helyi, interneuron specifikus és vetitd interneuronokat (3.abra).
a. A piramissejtek periszomatikus régiojat célzé interneuronok:

A periszomatikus régiot célzd sejtek egyik tipusa a kosarsejtek, amelyek a

piramissejtek sejttestjét €s proximalis dendritjeit idegzik be. Szoémajuk tobbnyire a
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stratum pyramidale (s.p.) szomszédsagaban helyezkedik el; dendritjeik minden rétegben
megtaldlhatok, axonjaik a stratum pyramidalét célozzdk, ahol kosarszertien
terminalisokkal veszik korbe a piramissejteket. A kosarsejteknek két tipusat
kiilonboztetjiik meg neurokémiai tulajdonsagaik alapjan. Az egyik tipusuk a parvalbumin
pozitiv (PV+) kosarsejtek, amelyek egyenként kb. 2500 piramissejtet idegeznek be és
mindegyikre atlagosan 6 szinapszist adnak (Bezaire, 2013; Freund and Buzsaki, 1996;
Lee és mtsaiés mtsai, 2010). A PV+ kosarsejtek adjak a CA1 région beliil a PV tartalmu
sejtjek ~60%-at (Baude és mtsaiés mtsai, 2007) és a piramissejteken kiviil kolcsondsen
egymast is gatoljak, periszomatikus beidegzés révén, ugyanakkor egymas aktivitas
mintazatat 0ssze is hangoljak (Hu és mtsaiés mtsai, 2014a). Ennek megfeleléen PV
kosarsejtek szabalyozzak a principalis idegsejtek aktivitasat és halozatuk meghatarozo
szerepet jatszik a kornyezd sejtcsoportok mitkddésének szabalyozasdban, kornyezd
idegsejtek 0sszehangolt aktivitdsanak kialakuldsaban és ezaltal az oszcillacios mintazatok
kialakulasaban (Fuchs és mtsaiés mtsai, 2007; Hu és mtsaiés mtsai, 2014b).

A kosarsejtek masik tipusa, a kolecisztokinin pozitiv (CCK+) IN-ok, amelyek
plasztikus finomhangol6 szabalyozoként miikodnek, sejtcsoportok szinkron miitkodését
moduléljak a szubkortikalis bemenetek fiiggvényében, amelyek informaciot hordoznak a
motivaciorol, az érzelmekrdl és az allat autondm allapotardl (Freund and Buzsaki, 1996;
Freund and Katona, 2007; Freund és mtsaiés mtsai, 2003). Ezek az interneuronok 3-as
tipusi vezikularis glutamat transzportert (VGIUT 3) is kifejeznek szomajukban és
terminalisaikban (Somogyi és mtsaiés mtsai, 2004), valamint preszinaptikusan 1-es
tipusu kannabinoid receptorokat (CB1) (Katona és mtsaié¢s mtsai, 1999).

A kosarsejteken kiviil, a periszomatikus régiot célzo IN-ok masik tipusa a
kandelaber- vagy axo-axonikus sejtek (AAS), amelyek a piramissejtek axonjanak kezdeti
szakaszara (axon inicialis szegmentjére) adnak gatld szinapszisokat. Az AAS becslések
szerint a CA 1 hippokampalis IN-0k ~4% -at (~1500 sejt) teszik ki, tehat az 6sszes CA1l
neuron 0,04% -at képviselik (Bezaire & Soltesz 2013). Axonjaik akar 1200 piramissejtet
is beidegezhetnek, valamint egyetlen piramissejt AlS-en atlagosan 2—15 boutonnal
létesitenek szinapszist (Buhl és mtsaiés mtsai, 1994; Freund és mtsaiés mtsai, 1983;

Pelkey és mtsaiés mtsai, 2017).
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b. Dendritikus interneuronok

Dendritikus IN-oknak a piramissejtek dendritjeit célzo gatld idegsejteket nevezziik,
amelyeknek legalabb nyolc tipusat kiilonboztetjiik meg (Klausberger and Somogyi,
2008). Elhelyezkedésiiket tekintve, sejttestjeik a HC barmely rétegében megtalalhatoak,
dendritjeik a hippokampusz kiilonb6zé rétegeiben lokalizalodnak, axonjaikkal a
piramissejtek kiilonb6z6 dendritszakaszait célozzak meg (Pelkey és mtsaiés mtsai, 2017,
Vida és mtsaiés mtsai, 1998), valamint tobb neurokémiai markert is azonositottak
ezekben a sejtekben. Egyik ilyen, meghatarozo neuropeptid a szomatosztatin (SOM),
amely tobb IN tipusban is megtalalhato, igy az oriens-lacunosum moleculare IN-okban
(OLM), a kétrétegli axonarborizacioval rendelkez6 (bisztratifikalt) sejtekben a CA1-3
régiokban, valamint a HIPP és HIL sejteka gyrus dentatusban. Az OLM sejtek sejttestje
¢s dendritjei a stratum oriensben taldlhatoak, axonjaikkal a stratum lacunosum-
molecularéban a piramissejtek legtavolabbi dendritjeit idegzik be. Meghatarozoé szerepiik
van a hippokampalis piramissejtek aktivitdsanak szabalyozasaban, mert f6 serkentd
bemenetiiket a piramissejtek kollaterdlisai adjdk és rajtuk keresztiil jon l1étre egy negativ
visszacsatolo gatlo kor a piramissejteken (Blasco-Ibafiez and Freund, 1997; Klausberger
¢és mtsaiés mtsai, 2004).

A CCK+ dendritikus gatlo IN-ok kozott vannak olyanok, amelyek a piramissejtek
apikalis dendritjét beidegzik be, masok a piramissejtek apikalis €s bazalis dendritjeire
érkez6 Schaffer-kollateralisokkal ¢és a commissuralis pdlyaval asszocialodo
axonarborizacioval rendelkeznek (Buhl és mtsaiés mtsai, 1994; Gulyas és mtsaiés mtsai,
1993). A dendritikus IN-okban egyéb sejtspecifikus markert is azonositottak, mint a
VGIuT 3-at, a neuronalis nitrogénmonoxid-szintazt (MOP sejtek), a calbindint, a
calretinint, valamint a neuropeptid Y-t (neurogliaform) (Freund és Buzsaki, 1996; Pelkey
és mtsai, 2017).

c. Interneuron-specifikus interneuronok

Az IN-specifikus IN-ok sejttestje €s dendritjei a stratum pyramidale, illetve radiatum
rétegekben helyezkednek el és célzottan meghatarozott IN-okkal 1étesitenek szinaptikus
kapcsolatokat. Harom kiilonbo6z6 tipust kiilonboztetiink meg, amelyek az 1l-es tipusu
calretinint expresszald multipolaris sejtek, a 2-es tipust vezikularis vazoaktiv intestinalis

peptid (VIP)-et kifejez6 sejtek, végiil a 3-as tipust, mindkét markert tartalmazo sejtek,
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amelyek jelentds bemenetet kapnak szubkortikalis magokbdl (Acsady és mtsai, 1998;
Gulyas and Freund, 1996; Papp és mtsai, 1999).

d. Vetit6 interneuronok

A vetitd sejteknek legalabb 6t kiilonbozd tipusat kiillonboztetjiikk meg (Klausberger
¢s Somogyi, 2008), sejttestjeik jellemzon a stratum oriensben talalhatoak, dendritjeik
minden rétegben athaladnak (Gulyas és mtsaiés mtsai, 2003; Jinno és mtsaiés mtsai, 2007;
Takacs és mtsaiés mtsai, 2008; Tukker és mtsaiés mtsai, 2007). Neuronalis markereik
jellemzéen a COUP-TF-II. transzkripciés faktor, a szomatosztatin (SOM) vagy a
muszkarinos acetilkolinreceptor 2-es tipusa (M2) (Hajos and Freund, 2002; Hajos és
mtsaiés mtsai, 1996; Jinno and Kosaka, 2006; Katona és mtsaiés mtsai, 2017);
axonjaikkal a MS-ba, a szubikulumba ¢és az entorhinalis kéregbe, valamint a CA3 vagy a
gyrus dentatusba vetitenek és szerepet jatszanak az informaciofeldolgozas és a halozati
aktivitas szabalyozasaban (Gulyas és mtsai, 2003; Jinno és mtsai, 2007; Katona és mtsai,
2017; Mattis és mtsai, 2014; Melzer és mtsai, 2012; Takacs és mtsai, 2008; Tukker és
mtsai, 2007).
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3.dbra: A hippokampusz CAl-es régiojaban taldlhato piramissejteket (kék) legalabb 21

kiilonbozd tipusu interneuron idegzi be. A piramissejtek szomatikus régiojat beidegzd
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interneuronok: axonaxonikus IN, PV+ kosarsejt, CCK/VIP+ kosdrsejt, CCK/ vGIUT 3+
kosarsejtek (sorrendben 1-4, narancssarga). Dendritikus gatlosejteket, melyek egy része
tavoli projekciokat is ad, pirossal, az interneuronokat beidegzo interneuronokat
rozsaszinnel jeloltiik. A lila nyilak jelzik a projekcios axonok célpontjat. A kep forrasa:
Neuronal Diversity and Temporal Dynamics: The Unity of Hippocampal Circuit

Operations, Klausberger és Somogyi 2008. Engedéllyel médositva és felhaszndlva.

1.2.3. Interneuronok miikodési zavarai Alzheimer-kérban

A hippokampuszban a kalciumkoté-fehérjét, PV-t expresszalo IN-ok a GABAerg
a szoman, az axon kezdeti szegmensén és a stratum radiatum, oriens vagy lacunosum-
moleculare rétegekben taldlhaté dendriteken idegzik be (Freund, Tamas F., Buzséki,
1996; Jinno and Kosaka, 2000; Klausberger és mtsai, 2004; Somogyi and Klausberger,
2005; Tukker és mtsai, 2007). A legnagyobb interneuron populaciot képviselik, amelyek
a GABAA receptorokon keresztiil szerepet jatszanak a jellegzetes allapot fiiggd oscillaciok
kialakulasaban (Ferando and Mody, 2015; Klausberger és mtsai, 2003; Kohus és mtsai,
2016).

A MS PV+ neuronjai szelektiven beidegzik a hippokampuszban a GABAerg IN-
okat (Freund és Antal, 1988) mikozben a theta oszcillacid soran a MS PV+ pacemaker
sejtjei ritmikus aktivitast kozvetitenek a hippokampuszba a hippokampalis interneuronok
szinkronizalasan keresztiil (Borhegyi és mtsai, 2004a; Hangya és mtsai, 2009).
Emberekben a hippokampalis PV+ idegsejtek megvaltozasa Osszekapcsolodhat a
hiperexcitabilitassal és az epilepsziaval (DeFelipe, 1999; Karlocai és mtsai, 2014; Wittner
and Magloczky, 2017).

A korabbi irodalomban ellentmonddsos valtozasokat figyeltek meg a Svéd
mutaciot tartalmazd egerek kalciumkotd-fehérjét (beleértve a PV-t is) expresszald
idegsejtjeinek szamaban ¢€s regionalis érzékenységében mind a hippokampuszban, mind
pedig a MS-ban; valamint emberben is. APPswe/PSI1dE9 transzgenikus egereknél
észlelhetd mértékben novekedett a PV pozitiv immunoreaktiv sejtek szama (Verdaguer
¢s mtsai, 2015). 14 honapos APP/PS1 egerekben bemutattak, hogy a calbindin pozitiv
neuronok jobban érintettek a betegségben, mint a PV, valamint alrégio és réteg-specifikus

valtozasok voltak felfedezhetoek, a PV és calretinin pozitiv neuronok szamaban (Popovi
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¢és mtsai, 2008). A PV idegsejtek szignifikans csokkenése volt jellemz6é APP/PS1 egerek
hippokampuszanak CA1-2 és DG régidira, és posztmortem human agyban is (Brady and
Mufson, 1997; Takahashi és mtsai, 2010). Emberben az entorhinalis kéreg kaudolateralis
részében, a IL-III. rétegi PV+ sejtek egyértelmii atrofiat mutattak (Mikkonen és mtsai,
1999). 18 honapos TauPS2APP egerekben a septo-hippokampalis projekciok és cél
neuronjaik vizsgalata soran szignifikdns neurodegeneraciot fedeztek fel a MS
hippokampuszba vetité PV+ GABAerg sejtjeiben, valamint a hippokampuszban talalhato
célsejtjeikben egyarant, mikozben alrégiotol és altipustol fiiggéen a kolinerg rostok

valtozatlan maradtak (Loreth és mtsai, 2012).

legfontosabb bontdenzimének, a neprilizinnek az expressziojat ¢és szinaptikus
lokalizaciojat szabalyozza (Hama and Saido, 2005; Saito és mtsai, 2005; Saiz-Sanchez és
mtsai, 2015; Solarski és mtsai, 2018) alapvetéen meghataroz6 AK-ban. Az emberi
postmortem agyakbol szarmaz6 morfoldgiai vizsgalatok azt mutattdk, hogy az amiloid
plakkok tobbsége SOM+, duzzadt profilokat tartalmazott (Morrison és mtsai, 1985) ¢és
kimutattak a SOM jelenlétét disztrofias neurit plakkokban (D.M. Amstrong, 1989).

A SOM+ idegsejtek neurodegeneracidja szerepet jatszhat a szinaptikus
plaszticitas gyengiilésében, €s a félelmi memoria €s a tanuldsi folyamat hidnyossagaihoz
vezethet (Lovett-Baron, 2014). Ezenkiviil szamos tanulmany korabban bemutatta, hogy
a SOM+ IN-ok szama a kiilonféle AK modell egerek hippokampuszaban jelentdsen
csokkent (Ramos és mtsai, 2006; Silva Albequerque és mtsai, 2015; Stanley és mtsai,
2012). Mivel a neprilizin bontéenzim expresszidjat a SOM jelenléte befolyasolja, az
¢letkorral csokkend szamu SOM IN hatdsanak szintén szerepe lehet az amiloid-béta

felhalmozodasaban (Saito és mtsai, 2005).

1.3 A medialis szeptum funkcionalis anatomiajanak rovid osszefoglalasa

I.3.1. A medialis szeptum jelentdsebb sejtpopulacioi és azok vetitése

A medidlis szeptum — Broca-féle diagonalis koteg (MS-DBB) a harmadik kamra el6tt
elhelyezkedd, kozépvonali agyteriilet, amely a lamina terminalis és a septum pellucidum
tertiletén helyezkedik el; rosztralisan és dorzalisan a corpus callosum, laterdlisan az

agykamrak és a nucleus accumbens, kaudalisan a fornix hatarolja (Paxinos, G and
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Franklin, 2012). A MS-ban szamos kiilonb6z6 neurokémiai tulajdonsagu sejtcsopotot

kiilonboztetiink meg.

a. Acetilkolin tartalmu sejtek:

Az egyik legnagyobb és egyik {6 projekcios sejtpopulacio (Frotscher és mtsai, 1986),
amely kolin-acetiltranszferaz (ChAT) immunreakcio alapjan kiilonitheté el a tobbi
sejttol, lassu tiizelési aktivitas jellemz6 rajuk (Sotty és mtsai, 2003; Vandecasteele és
mtsai, 2014). Vékony rostjaikkal a hippokampuszban IN-okat és piramissejteket is
megcéloznak (Kiss és mtsai 1990; Nyakas és mtsai 1987; Freund és Antal, 1988),
neuroligin-2 (NL2)-tartalmu szinapszisokat hoznak létre (Aznavour és mtsai, 2005;
Takacs és mtsai, 2013; Umbriaco és mtsai, 1995). Kimutattak, hogy a bazalis eléagyi
kolinerg sejtek egy része GABA tiritésére is képesek az agykéregben (Takacs és mtsaiés

mtsai, 2018)

b. GABA tartalmu sejtek:

A GABA tartalmu sejtek egyik tipusa a PV+ sejtek, melyek projekcios neuronok
(Freund és mtsai, 1989), és vagy gyorsan vagy csomagokban tiizelnek (Manseau és mtsai,
2008; Sotty és mtsai, 2003), hippokampalis IN-okat idegeznek be (Borhegyi és mtsai,
2004b; Hangya és mtsai, 2009). Elhelyezkedésiiket tekintve a PV+ sejtek tobbnyire a
belsd, mig a kolinerg sejtek a PV—osak koriil a kiilsé réteget foglaljak el a MS-ban (Kiss
¢és mtsai, 1990). Kutatocsoportunk nemrégen megjelent cikkében bemutatjuk, hogy a
median raphe vGluT2 sejtjei er6s beidegzést adnak a MS- diagonalis koteg vertikalis
aganak teriiletére €s szelektiven a PV+ GABAerg sejteken végzddnek (Szonyi €s mtsai,
2019). Ez a kapcsolat kiemelt jelentéséggel birhat abban, hogy a negativ élmények soran
a memoriarogzitésért felelés rendszereket megfelelé allapotra hangolja (Borhegyi és
mtsai, 2004a; Vertes and Kocsis, 1997). A GABA tartalmu sejtek masik tipusa a calbindin
tartalmu sejtek, melyek foként lokalis kollateralisokat adnak, de az entorhinalis kéregbe

is kiildenek rostokat (Aznar és mtsai, 2004; Fuchs és mtsai, 2016; Kiss és mtsai, 1997D).
C. Vezikularis glutamat transzporter 2-es tipusat (vGluT2) tartalmazé sejtek:

Ez a serkentd sejtpopulacidé a rostjaival, a szeptohippokampalis palya mintegy

negyedét alkotja (Huh és mtsai, 2010; Sotty és mtsai, 2003), jellemzden a stratum oriens
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IN-jait célozza meg, de az entorhindlis kéregbe is vetit, ahol tobbnyire piramissejteket
talal meg (Fuhrmann ¢és mtsai, 2015; Justus és mtsai, 2016; Manns és mtsai, 2001;

Robinson és mtsai, 2016).

d. A szeptumban talilhaté egyéb sejttipusok:

Emliteném még a SOM, neurotenzin, enkephalin, calcitonin génnel rokon peptid ,
vazointesztinalis peptid , neuropeptid Y CCK, luteinizald6 hormont serkenté hormon
tartalmu sejteket, mint kisebb részben eléfordulod szeptalis sejtpopulaciot (Dobolyi és
mtsai, 2005; Frankfurt és mtsai, 1986; Gall and Moore, 1984; Gau ¢és mtsai, 2002; Kohler
and Eriksson, 1984)

1.3.2 A szepto-hippokampalis kolinerg rendszer és az Alzheimer-kor

A bazélis eléagybol (BF) szarmazo ChAT idegsejtek biztositjak a kolinerg
beidegzddés {6 forrasat az agykéregben és a hippokampuszban, és kulcsszerepet
jatszanak az emlékezésben és a figyelem miikodésében (Hasselmo and Bower, 1993;
Jones, 1993; Mesulam ¢és mtsai, 1983). Ahogyan az a bevezetében is részben emlitésre
keriilt, szamos tanulmany kimutatta, hogy a BF kolinerg sejtek, illetve azok
projekcidjanak diszfunkcidja vagy elvesztése az AK patogenezisének legkorabbi koros
eseményei koz¢é tartozik (Foidl és mtsai, 2016; Geula és mtsai, 2008; H. Ferreira-Vieira
¢és mtsai, 2016; Hampel és mtsai, 2018; Nyakas és mtsai, 2011; Schliebs and Arendt,
¢és mtsai, 1983; Wilcock és mtsai, 1982) és ezeknek a betegeknek gyakran epilepszias
rohamaik vannak (Amatniek és mtsai, 2006). Valojaban, a MS kolinerg vetitésének
szelektiv 1ézidja ndveli a rohamok eléfordulasat a hippokampuszban a (Ferencz és mtsai,
2001; Freund és mtsai, 1989; Silveira és mtsai, 2000) mig a REM-alvas, amely a fokozott
kolinerg sejt aktivitassal jar egyiitt (Zhang és mtsai, 2010), elnyomo hatast gyakorol az
epilepszias rohamokra (Crespel és mtsai, 1998; Frauscher és mtsai, 2016). Tobbek kozott
ezek az eredmények vezettek a ,kolinerg hipotézis™ kialakulasahoz (Francis és mitsai,
1999).

Gau ¢és kollégai megvizsgaltak a preszinaptikus kolinerg markerek el6fordulésat

crer

tartalmazzak, hasonléan az APPNYF transzgenikus egerekhez) és megallapitottak, hogy
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14, 18 és 23 honapos korban nem volt szignifikdns kiilonbségek a vad tipusu ¢€s a
transzgénikus egerek kozott a ChAT és az AChE aktivitasban, a vezikularis acetilkolin
transzporter (VAChT) kotodésben vagy a nagyaffinitasu kolinfelvételi helyekben a
kéregben, a hippokampuszban (Gau és mtsai, 2002). Wenk bemutatta, hogy fiatal, vad
tipust egerek eldagyadban a TNF-a kronikus infuzidja széleskori gyulladast valtott ki
(mint az AK esetében is jellemzd). Megismételte ezt a kisérletet transzgenikus egerekkel
Osszehasonlitva, de azok nem tértek el egymastol, azaz a kortikalis ChAT aktivitas
csokkenése statisztikailag egyenértékli volt az Osszes egérben. Ez az eredmény
Osszeegyeztethetd azzal a hipotézissel, miszerint az APP human transzgénjének jelenléte
nem jarul hozza az eliilsé agyi kolinerg neuronok sebezhetdségéhez (Wenk és mtsai,
2004). AK-ban szendvedé emberben is mutattak ki megvastagodott, disztrofias kolinerg
axonterminalisokat (Geula és mtsai, 2008). A kolinerg rendszer degeneracidja az
1982), és ezeknek a betegeknek gyakran epilepszias rohamaik is vannak (Amatniek és
mtsai, 2006).
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1. CELKITUZES

Az AK vizsgalatiara szamos egérmodelt hoztak létre, ahol a fokozott amiloidézis
nem specifikusan tortént, hanem az allat minden sejtje kifejezte az APP-t, igy az azokbol
szarmazé adatok nem teljesen a valdsagot tiikkrozték. A dolgozatban szerepld
kisérletekben egy j KI modellt hasznaltunk, az APPNLF térzset, amely endogén modon,
természetes egér promoter altal vezérelt human APP svéd ¢€s ibériai mutacidit hordozza,
amely megemeli az AP40 és AP42 teljes mennyiségét, valamint az AP42 és AP40
izoformakat olyan aranyban fejezik ki, amely jellemz6 az emberi AK esetében. Ez teszi
az APPNSF egereket a legrealisabb modellekké, az AP agyra gyakorolt hatisainak
vizsgélatahoz. Az AP felgyiilemlése, az amiloidozis kovetkeztében neuroinflammaécios

elvaltozasok kialakulnak ki, a dolgozat els6 részében az ezzel jard folyamatokat mutatom

be.

Kérdések:
1a) Milyen az APPNLF egerek életkor fiiggd AP felhalmozodasa ?
1b) Milyen gyulladdsos sejttipusok és elviltozasok vannak a plakkok kornyezetében?

1c) Mely hippokampalis IN tipusok érintettek a disztrofids neuritek megjelenése dltal?

Az APPNLF egerekben 12 honapos korban jelennek meg az elsé plakkok a
hippokampuszban, jellemzden a str. oriens és str. lacunosum-moleculare rétegekben.
Szamos GABAerg IN helyezkedik el ezen teriileteken, dolgozatomban azonban kiemelek
két, a hippokampusz memoriaképzésének szabalyozasaban kritikus szerepet betoltd gatlo
sejttipust: a periszomatikus PV+ és a dendritikus SOM+ IN-okat. Korabbrol mar ismert,
hogy a GABAerg szinapszisokat ¢s a GABAAa receptorokat az AK befolyasolja, a
szinaptikus plaszticitas valtozasai pedig hatassal vannak a szinapszisok erdsségére és
tartossagara, valamint a szinaptikus rés méretére. Idés APPNYF és VT allatok szinapszisait

vizsgalva a kovetkezo kérdéseket tettiik fel.

Kérdések:
2a) Hogyan viltozik a hippokampadlis PV+ és SOM+ IN-ok szdma és megjelenése?
2b) Hogyan viltoznak a kiilonbozé tipusu hippokampadlis gatlo szinapszisok

paraméterei?
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A kolinerg rendszer sériilékenysége jol ismert AK-ban, azért megvizsgaltuk a
hippokampuszban talalhaté kolinerg rostokat egészséges allatokban is. Megvizsgaltuk,
hogy a hippokampuszban talalhato Kkolinerg terminalisok alkotnak-e Szinapszisokat. A
szinapszisokat neuroligin 2 (NL2) jel6léssel azonositani tudtuk. Mivel ez egy GABAerg
szinapszisokra jellemz6 fehérje, megvizsgaltuk, hogy ezek a szinapszisok tartalmazzak-

e a GABAerg jelatvitelhez sziikséges fehérjéket.

Kérdések:

3a) Létesitenek-e a bazalis eléagybol szarmazo kolinerg rostok szinapszisokat a
hippokampuszban?

3b) Rendelkeznek-e a szepto-hippokampdlis  kolinerg axonok GABAerg
tulajdonsagokkal?

3c) Van-e hatdssal az Ap felhalmozoddsa a szepto-hippokampalis rostokra?
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111. MODSZEREK

I11.1. Etikai allasfoglalas

Minden kisérletet a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet (KOKI) Etikai
Kodexe ¢és a kisérleti allatok védelmérdl szold hatalyos magyar torvény (1998, XXVIII,
243./1998 bekezdés) alapjan végeztiink, mely 6sszhangban van az Eurdpai Unio altal
2010. szeptember 22-én elfogadott iranyelvekkel (2010/63/EU). A kisérleteket az KOKI
Allatkisérleti Bizottsiga és a Pest Megyei Kormanyhivatal a PE/EA/665-2/2017
(Alzheimer) és PE/EA/2552-6/2016 (Kolinerg) iligyiratszamon engedélyezte. Minden
er6feszitést megtettiink az allatok esetleges diszkonfortjadnak minimalizaldsa végett és az

allatok szamanak csokkentése érdekében.

111.2. Felhasznalt kisérleti allatok

A disszertdcioban bemutatott kisérletek soran az APPNLF egerekbdl minden esetben
himeket, mig a kolinerg termindlisok vizsgalatanidl mindkét nemhez tartozo egereket
hasznaltunk, melyek kiilonboz6 tipusu torzsekbe tartoztak. Ezen egértdrzsek tipusat, a
kisérletenként felhasznalt allatok darabszamat és az allatok szarmazési helyét az 1.

tablazat mutatja.

1. tablazat: A kisérletek soran felhasznalt allattorzsek tipusa és szarmazdsi helye és a

felhasznalt dallatok darabszama.

Egértorzs Kisérlet tipusa Darabszam Sza;réllz;zam
APPNLF anatomia 50 _
APPNLF x BAC-PV-eGFP sztereologia 6 Riken,
’ MTA
APPNLF x Pvalb-IRES-Cre | S7ePtohippokampili 6 KOKI
s rostok jelolése
C57BL/6J (25-80 nap koru, himek) 21 darab MTA
’ KOKI
51 darab, RRID: Jackson
ChAT-IRES-Cre IMSR_JAX:00641 | Laboratorie
0 S
VGAT-IRES- MTA
Cre/Gt(ROSA)26Sor_CAG/ZsGreen 4 darab
1 KOKI
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111.3. Sztereotaxias miitétek

A ChAT-Cre és az APPNYF x Pvalb-IRES-Cre egereket a miitét kezdete elétt
izofluran (Forane, Abbvie) goézével elboditottuk, majd intraperitonealis altatokoktél
injekciot kaptak (8.3 mg/ml ketamin és 1.7 mg/ml xylazin-hidroklorid fiziologias
sooldatban, 10ml/ttkg mennyiségben). A miitéti anesztézia elérése utan az egereket egy
sztereotaxids késziilékbe fogtuk.

A ChAT-Cre egerek esetében szepto-hippokampalis axonok szelektiv jeloléséhez
30-60 nl AAV2/5-EF1a-DI0-eYFP (UNC Vector Core) vagy AAV2/5-EF1a-DIO-
ChR2(H134R)-eYFP-WPRE-hGH (plasmid: Addgene 20298, Penn Vector Core) virust
injektaltunk a MS teriiletére. Az APPNLF x Pvalb-IRES-Cre esetében a hippokampélis PV
IN szelektiv jeloléséshez 2x60nl AAV2/5-EFla-DIO-mCherry virust injektaltunk
egyoldali dorzal hippokampuszba: Br-1.8, y-1.2, z-1.8 és Br-2.4, y-2.0, z-1.9 koordinatak
szerint. A szepto-hippokampalis PV+ axonok szelektiv jel6léséhez 30 nl AAV2/5-EFla-
DIO-eYFP virust (UNC Vector Core) injektaltunk a MS-ba.

A szeptalis injektaldsokhoz sziikséges koordinatdk Paxinos és Franklin egér
sztereotaxias atlasza (Paxinos, G and Franklin, 2012) alapjan lettek meghatarozva, mely
a Bregmatél 1 mm-re anterior, a kozépvonalban, a bregma ¢és a lambda 4ltal
meghatarozott horizontalis siktdl (nullszint) 4.3 mm-re ventralisan helyezkedtek el. A
kolinerg beadasok kontroll kisérleteihez, ugyanezekbdl a virusokbol 100 nl kertilt
injektalasra ChAT-Cre egerek mindkétoldali hippokampuszaba (koordinatak:—2.7mm a
bregmatol, +£2.5mm a kdézépvonaltol, 2.5mm a nullszinttél, valamint —3.1 a Bregmatol,
+3mm a koézépvonaltél and 3mm a nullszinttél). A mitétekhez eNanoject 2010 tipusu
mikroinjektor pumpat (WPI, Sarasota, FL 34240), és a hozz4 tartoz6 boroszilikat
mikropipettakat hasznédltunk (Drummond, Broomall, PA, USA), melyek hegyét 40-50pm
vastagsagura tortiik.

A mitétek befejezése utan az egerek 0.03-0.05 mg/ttkg meloxicam (Metacam,
Boehringer-Ingelheim, Németorszag) injekciot és 0.5-0.7 ml fizioldgias sdoldatot kaptak

intraperitonedlisan, majd elkiilonitve, ketrecekben épiiltek fel a perfuzidkig.
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I11.4. Allatok kezelése, szovetek elokészitése a kisérletekhez

Az egereket izofluran haszndlatdval elboditottuk, majd intraperitonedlis
altatokoktél injekcio segitségével altattuk el (8.3 mg/ml ketamin, 1.7 mg/ml xylazin-
hidroklorid és 0.8 mg/ml promethazinium-klorid fizioldgids soéoldatban). A teljes
anesztézia elérése utdn az dallatokon transzkardialis perfuziot hajtottunk végre: az
elektronmikroszkopos €s a fluoreszcens immunjeldléshez 2 percig fiziologias s6oldatot,
40 percig 4%-os frissen beoldott paraformaldehidet, majd 10 percig 7.4-es pH-ja 0.1M-
os foszfat puffert (PB) keringettiink at rajtuk. A perfuzid végeztével az allatok agyat
eltavolitottuk a koponyabol, majd a vizsgalni kivant régiokbol vibratom segitségével
(VT1200S, Leica, Németorszag) metszeteket készitettiink. A kolinerg rostok
rekonstruacidja soran felhasznalt vad-tipust egér fixalojahoz 0.5% glutaraldehidet (GA)
is adtunk. A bedgyazis utan GABA-jeloléshez felhasznalt, két vad tipusii egeret
érrendszerét eldszor 2 percig fiziologias sooldattal mostuk at, majd 2% PFA és 2% GA
tartalmu 0.1M natrium acetat pufferoldattal (pH 6.5) 2 percig, amit 2% PFA ¢s 2% GA
tartalma 0.1M natrium borat pufferoldat (pH 8.5) kovetett 16ran keresztiil. Az agyat
eltavolitottuk a koponyabol és utofixaltuk egy éjszakan keresztiil 4°C-on, 2% PFA/ 2%
GA tartalmt 0.1M natrium borat pufferoldatban (pH 8.5). A gephyrin és GABAA
receptorok elekronmikroszkopos és immunfloureszcens kimutatasahoz az egereket
jéghideg, oxigenizalt mesterséges agy-gerincveldi folyadékkal transzkardialisan
prefundaltuk [Osszetétele: (mM) NaCl 125, KC1 2.5, CaClI2 2.5, MgCl2 2, NaHCO3 26,
NaH2PO4 1.25, glikoz 25]. Ezt kovetden az agyakat eltavolitottuk a koponyabol,
blokkokra vagtuk, amelyek tartalmaztak a hippokampuszokat (kiilon a két felet) és a MS
tertiletét. A blokkokat 4% PFA és 0.2% GA tartalmu fixaloban inkubaltuk 90 percig 4
°C-on, majd ezt kovetden 2% agardzba dgyaztuk metszés céljabol. 50 pum vastagsagu,
korondlis metszeteket készitettliink vibratom segitségével.

A 3D blokk-felszini sorozatmetszet pasztazo elektronmikroszkopiahoz (BF-SEM)
haszndland6 egereket mély izofluranos anesztézia utan dekapitaltuk. Az agyakat jégen
eltavolitottuk a koponyabol, majd egy hosszanti és koronalis metszésekkel 6 részre
vagtuk és immerzidsan fixaltuk 2% PFA, 1% GA és 15% telitett pikrinsav tartalmua 0.1M
PB 2 6réan keresztiil, szobahdmérsekleten, amelyet kovetden a fixald kimosasa kovetett
0.1M PB-rel. A hippokampuszokat tartalmazé agy blokkokbol 150 pum vastag

metszeteket készitettiink.
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A metszeteket a metszés utan 0.1M-0s PB-ben mostuk, majd 10%-os és 30%-0S
szachardz oldatban tartottuk legalabb 2-2 oran keresztiil. Az immunhisztokémiai
kisérletek megkezdése elott a metszeteket 3 alkalommal folyékony nitrogén géze felett

megfagyasztottuk, majd 0.1M PB-ben mostuk ket tovabb.

I11.5. Hasznalt antitestek jellemzése

A kisérleteinkben hasznalt primer antitesteket, valamint azok koncentracioit és
specifikussagukra vonatkozo informaciok az 2. tablazatban foglaltam 06ssze. A
masodlagos antitesteket IS alaposan teszteltiik (3. tablazat) a lchetséges kereszt-
reaktivitas szempontjabol a tobbi szekunder vagy primer antitesttel, a lehetséges szovettel
a primer antitestek nélkiili jelolést szintén teszteltik, hogy kizarjuk az auto-
fluoreszcenciadt vagy a hattér specifikus jelolése a mésodlagos antitestekkel. Nem

figyeltiink meg nem-specifikus festést ezen a kontroll koriilmények kozott.

111.6 Fluoreszcens immunhisztokémia és konfokalis 1ézer-pasztazé mikroszkopia
Az 50 pm vastagsagii metszetek a korabban leirt elokészités utan azokat tris-pufferelt
fiziologias sdoldatban (TBS) alaposan atmostuk, majd egy 6ran keresztiil TBS-ben oldott
1%-0s human szérum albuminnal (HSA, Sigma-Aldrich) blokkoltuk 6ket, elkeriilend6 a
primer antitestek aspecifikus kotddését a szovethez. A blokkolas utan a metszeteket 3
napig, 4 °C-on, a primer antitesteket tartalmazo TBS-alapu oldatban inkubaltuk. Ezutan
TBS-sel alaposan atmostuk, majd a szekunder antitesteket tartalmazo TBS-alapu
oldatokban egy ¢jszakan keresztiil inkubaltuk Oket. Végiil alaposan kimostuk a
metszeteket TBS-ben, majd 0,1M PB-ben és targylemezre szaritottuk, ezt kovetden
Aqua-Poly/Mount (Polysciences) segitségével lefedtiik 6ket. Az immunfloureszcens
jeloléseket Nikon AI1R 1ézer-pasztazd konfokalis mikroszkdprendszer segitségével
értékeltiik ki, mely egy Ti-E forditott elrendezésti mikroszkdpra épiilt, egy 0.45 NA CFI
Super Plan Fluor ELWD 20XC, illetve CFI Plan Apochromat VC 60XH olajimmerzids
(numerikus apertura: 1.4) Nikon objektivekkel. A mikroszképot a NIS-Elements AR 4.3
szoftver vezérelte. Z61d argon ion 1ézert (457514 nm, 40 mW), sarga DPSS 1ézert (561
nm, 20 mW), ibolya didda 1ézert (405 nm) €s egy tavoli vords dioda 1ézert (647 nm, 100
mW) (CVI Melles Griot), hasznéltunk a
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2. tablazat: A kisérletek soran felhasznalt primer antitestek jellemzése. Az egyéb

referencidakat (KO tesztek, specifikdcio) a dolgozathoz tartozo publikaciok tartalmazzak.

Higités Higitas
Antigén Gazdaallat (fluoreszcens) (beag}/azas Forras
eldtt)

Kolin- acetil-transzferaz , . 1:750 . .
(ChAT) egér 1:400-500 (DAB) Dr. Costantino Cozzari
GABA nyul 1:10 000 Dr. Peter Somogyi

GABA A Receptor gamma . . ) Synaptic Systems
2 alegység nyal 1:1000 224003
Gephyrin i . . Synaptic Systems
egér 1:500 1:100 147021
Zold ﬂuo]z;gsécl:gns fehérje csirke 1:2000 Molecular Probes A10262
; . Synaptic Systems

NEUROLIGIN 2 (NL2) nyl 1:600 129203

Ka”':ig'e’;)‘i('ﬁ (1;855"“5“ kecske 1:2000 Dr. Masahiko Watanabe

Vezikularis acetilkolin ] . . Synaptic Systems

transzporter (VAChT) nydl 1:3000 1:5000 139 103

Vezikularis acetilkolin

transzporter (VAChT) kecske 1:10 000 1:10 000 Immunostar 1308002
information)
Vezikularis GABA . . Synaptic Systems
transzporter (VGAT) tengeri malac 1:2000 131004
GFP nyul 1:2000 Molecular Probes A11122
PV egér 1:1000 Dr. Kenneth Baimbridge
PV nyal 1:2000 SWANT 235
GAD65 . . Millipore (clone: GADG6)
egér 1:250 MAB351
Gephyrin nytl 1:2000 Synaptic Systems 147008 RbmAB7a
Vezikularis acetilkolin . . Synaptic Systems
transzporter (VAChT) tengeri malac 1:1000 139 105
Szinaptofizin egér 1:1000 Sigma Aldrich, clone: SVP-38, S5768
Vezikularis GABA . . Synaptic Systems
transzporter (VGAT) nydl 1:1000 135 302
Amiloid-béta codr 1500 Abcam
(MOAB-2) g : ab126649
| . FUJIFILM Wako Pure Chemical
IBAL nyl 1:1000 Corporation, 01919741
GFAP ( glia fibrillaris . . Synaptic Systems
savas protein) csirke 1:1000 173006
. . BioVision
mCherry nyul 1:2000 5093-100
Biotinilalt Wisteria Vector Laboratories
Floribunda lektin 1:5000 B-1355,
Lektin (PNN) lot: Y0409
parvalbumin (PV) nyual 1:2000 1:2000 SV\é@é\l T
. B} . . Dr. Kenneth
parvalbumin (PV) egér 1:1000 1:1000 Baimbridge
tirozin-hidroxilaz (TH) egér 1:2000 ImmunoStar 22941
Vezikularis GABA . . Synaptic Systems
transzporter (VGAT) tengeri malac 1:2000 131 004
vGIuT 1 tengeri malac 1:1000 Millipore AB5905
CBL receptor nyual 1:1000 Cayman Chemicals 10006590
. . . . Synaptic Systems
Szomatosztatin tengeri malac 1:500 1:500 366 004
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3. tablazat: A kisérletek soran felhasznalt szekunder antitestek és egyeéb reagensek

jellemzése.
Szekunder antitestek, egyéb reagensek
Konjugalva Gazdaallat | Milyen allat ellen? Higitas Forras Molekula
1.4 nmnanogold | kecske nyul 1:100- Nanoprobes Fab-
1:300 fragment
10 nm nanogold kecske nyul 1:1000 BBI solutions
Ultrasmall arany | kecske egér 1:50 Aurion
Biotin-SP yamir Kecske 11000 JIL Inc. (Jackson Immunoresearch Laboratories,
Inc.)
Biotin-SP szamar egér 1:1000 JIL Inc.
Biotin-SP szamar kecske 1:1000 JIL Inc.
Biotin-SP szamar nyul 1:500 JIL Inc.
Biotin kecske csirke 1:200 Vector Laboratories
Biotin szamar tengeri malac 1:500 Vector Laboratories
DyL.ight 405 szamar egér 1:200 JIL Inc.
DyL.ight 405 szamar nyul 1:200 JIL Inc.
Alexa 488 kecske csirke 1:500 Vector Laboratories
Alexa 488 szamar nyual 1:500-1000 Life Technologies teljes IgG
Alexa 488 szamar csirke 1:1000 JIL Inc. teljes IgG
Alexa 488 szamar kecske 1:1000 JIL Inc. teljes IgG
Cy3 szamar egér 1:500 JIL Inc. teljes IgG
Alexa 594 szamar nyul 1:500 JIL Inc teljes IgG
DyL.ight 549 szamar tengerimalac 1:500 JIL Inc teljes IgG
Alexa 594 szamar egér 1:500 Life Technologies teljes IgG
Alexa 647 szamar tengerimalac 1:500 JIL Inc teljes IgG
Alexa 647 szamar enyul 1:500 JIL Inc teljes IgG
Alexa 647 szamar egér 1:500 JIL Inc teljes IgG
Cy5 szamar kecske 1:500 JIL Inc
Alexa 594 Streptavidin 1:500 Molecular Probes

fluoroforok gerjesztésére, a hozzajuk tartozd sziirdkkel. A kolinerg rostok

dekonvolucidjat Huygens Professional szoftver alkamazasaval végeztiik.

111.7. Beagyazas elétti egyszeres és kétszeres immunhisztokémia

A metszeteket a kordbban leirt elokészités utan kétszer fagyasztottuk folyékony
nitrogén felett és haromszor mostuk 0,1M PB-ban. A gephyrin immunjel6léshez a
metszeteket 1% natrium borohidrid tartalma 0,1M PB-ben inkubaltuk 10 percig. A
GABAA receptorok detektalasashoz a metszeteket 2 mg/ml pepszin (Dako) tartalma 0.2M
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HCI oldatban inkubaltuk 37 °C-on 2—4 percig, kozben a metszet mindségét folyamatosan
kontrolalva. Alapos 0,1M PB ¢és TBS kimosast kdvetden a metszeteket egy oran keresztiil
TBS-ben oldott 1%-0s HSA-ban blokkoltuk. A blokkolas utan a metszeteket 3 napig a
primer antitesteket tartalmazo TBS alapu primer oldatban inkubaltuk 2-3 napig, amelyben
0.05% natrium-azidot is feloldottunk. Ezutan a metszeteket alaposan atmostuk TBS-sel,
majd egy o6ran keresztiil blokkolo oldattal (Gel-BS) kezeltiik, mely 0.2% hidegvizi hal
borébol kivont zselatint (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) és 0.5% HSA-t tartalmazott
TBS-ben oldva. A blokkolas utdn a metszeteket egy aranyszemcséhez kotott szekunder
antitesteket tartalmaz6 Gel-BS oldatban inkubaltukegy ¢jszakéan keresztiil.

A metszetek alapos TBS-sel torténd atmosasa utan, a gephyrin és GABAA
receptorok detektdlasdra haszndlt metszeteken 15 percig 2%-0S GA fixalast
alkalmaztunk, hogy az aranyszemcséket a szovethez rogzitsiikk. Ez kdvetéen avidin-
biotinilalt tormaperoxiddz komplex oldatban inkubaltuk (ABC Elite, 1:1:300, Vector
Laboratories) egy éjszakan keresztiil 4 °C-on, melyet TBS-ben, amelyet 7.6-0s pH-ju tris
pufferben (TB) torténé mosas és 3,3’diaminobenzidinben (DAB; Sigma-Aldrich) valo
inkubacio kovetett. A DAB-ot 1 ml-enként 2 pul 0.5%-os hidrogén-peroxid hozzaadasaval
hivtuk el6. Az immunperoxidaz reakciot alapos, 0.1M PB-ben torténd mosas kovette,
majd a gephyrin és a GABAA receptorok kimutatasara hasznalt metszeteket intenzifikalas
elékészité oldatban (ECS; Aurion) inkubaltuk. Az immunarany jeldlést eziist-
intenzifikalassal tettiik er6sebbé (SE-EM Kit; Aurion) 40-60 percig szobah6n.

A metszeteket végiil 0.5%-0s ozmium-tetroxid oldattal kezeltiik jég felett és
felszallo alkohol sorral és acetonitrillel viztelenitettiik. A viztelenités soran a metszeteket
1%-o0s uranilacetattal kontrasztoztuk 20 percig. A metszeteket végiil epoxigyantaba
(Durcupan, ACM, Fluka, Buchs, Svijc) dgyaztuk.

A beagyazas utan a metszetekbdl a vizsgdlni kivant teriileteket kivagtuk, azokat
epoxigyanta blokkokra ragasztottuk, és ultramikrotém (Leica EM UC6, Nussloch,
Németorszag) segitségével 70 nm-es ultravékony metszeteket készitettiink beldliik,
amelyeket Formwar-bevont gridekre szaritottunk ra. Az ultravékony metszeteket a
hagyoményos elektronmikroszkopos elemzés elétt 6lom citrat oldattal kontrasztoztuk
(Ultrostain 2, Leica). A mintakat Hitachi H-7100-as elektronmikroszkop (Tokid, Japan)
segitségével vizsgaltuk, a felvételek készitéséhez egy Veleta CCD-kamerat (Olympus

Soft Imaging Solutions) hasznaltunk.
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111.8. A beagyazas elotti és utani immuncitokémia kombinacidja

A VAChHT jelolés a fentebb leirt beagyazas eldtti immunarany modszerrel
jelenitettiik meg. Valtakoz6 modon, 70 nm vastagsag metszeteket szedtiik fel sorban réz-
és nikkel gridekre (5—6 metszet/grid). A GABA immunfestését nikkel grideken végeztiik
modositott protokoll szerint. A metszetek inkubdalasat nedves Petri-csészékben 1€évo
oldatcseppeken hajtottuk végre a kdvetkezd sorrendben: 0.5% perjodsav 5 percig
szobahOmérséleten; 2 perc desztillalt vizes (DV) mosas haromszor; 3perc TBS mosas; 15
perc in 1% ovalbumin tartalma TBS-el valé mosés 37-on °C; 8 perc TBS, 90 perc nyulban
termeltetett anti-GABA antiszérum (1:10,000 TBS-ben) 37 °C-on; kétszer 10 perc TBS;
10 perc 1% BSA ¢és 0.05% Tween 20 tartalmt TBS; 90 perc szobabémérsékleten 10 nm
kolloid arany-konjugalt kecskében termeltetett nyul-elleni 1gG (BBI solutions; 1:1000);
5 perc DV mosas haromszor; 20 perc 10% telitett uranil-acetat; 4 DV mosas; festés 6lom
citrattal; DV mosas. A bedgyazas utani GABA immunfestés maratési eljarasa eltavolitja
a beagyazas elotti vAChT eziist csapadékat; ezért csak minden masodik
elektronmikroszkopos gridet reagaltattuk a GABA-ra és a vVACHT-pozitiv terminalisok
elemzésére igynevezett tikkortechnikat alkalmaztunk. A metszetek a szomszédos nikkel-
¢és rézgrideken szisztematikusan vizsgaltuk az immunarany jeldléssel ellatott vAChT-
pozitiv terminalisok azonositasahoz. Ezeket a terminalisok voltak azonositva a kovetkezd
griden, mar GABA-jel6léssel, majd egymast kdvetd metszetsorozaton kovettiik, €és a
digitalis képeket 50 000-szeres nagyitassal készitettiik. A bedgyazas utani immunarany
részecskéket megszamoltuk ezeken a GABA jeldlt termindlisokon és Reconstruct

szoftver segitségével (Fiala, 2005) megvizsgaltuk a mért felszint.

111.9. Az axon szegmensek 3D rekonstrukcioja

A kolinerg axonszegmenseket (n=17) 70nm vastag, egymast kdvetd, kolin-acetil-
transzferaz (ChAT; DAB) ¢és neuroligin 2 (NL2; immunarany) kettés jelolés
alkalmazasaval VT egerekben (n=2), vagy eYFP (DAB) és gephyrin (immuarany) kettds
jelolés alkalmazasaval ChAT-Cre allatokban (n=2) rekonstrualtuk. A CB1+ axonok
szintén 70 nm vastag, CB1 (DAB) és NL2 (immunarany) kettdsen jelolt metszetekbol
voltak rekonstrudlva. A DAB-t tartalmaz6 axonokat az egymadast kovetd
metszetsorozatokban kovettiik €és mindegyikrdl 30000-szeres nagyitassal digitalis képek

késziiltek. A plazmamembranoknak, a mitokondriumoknak, a DAB-tartalmu axonok
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feltételezett szinapszisainak ¢és a posztszinaptikus aranyrészecskéknek a 3D-S
rekonstrukcidit a Reconstruct szoftver segitségével készitettiik. A rekonstrualt axonok

abrainak elkészitéséhez és 3D-s hosszuk méréséhez a Blender szoftvert hasznaltuk.

I11.10. Sejtstirtiség becslése APPN-F egerekben

Immunfestés utdn, a 60um vastagsagu metszetekrol Nikon Ni-E Eclipse
fénymikroszkoppal, 10x objektivvel hasznalataval képeket készitettiink. Nikon DS-Fi3
kameraval rogzitettiik a képsorozatokat, a metszetek teljes vastagsdgaban 5,6 pm-es z-
beli tavolsagot tarva. A pixelek mérete 0,57 pum volt. A méréseket sztereoldgiai
szamolassal hajtottuk végre 8 bites, sziirkearnyalatos képeken, a NIS-Elements AR 4.5
szoftver segitségével. Els6ként korberajzoltuk a hippokampuszok keriiletét, és azokhoz
tartozd teriiletet a szoftver hatidrozta meg. A mérések soran, az Osszes PV IN-t
megszamoltuk szisztematikus, véletlenszertien kivalasztott metszetekben a CA1-3-ban és
a gyrus dentatus-ban. A SOM IN-kat is szisztematikusan, véletlenszeriien kivalasztott
metszetekben a CA1 str. oriens rétegében szamoltuk meg. Ezutan az adatokat Microsoft
Excelbe exportaltuk. Mivel néhany megszamolt sejtet a metszetek feliiletén elvagtak, az
Abercrombie korrekciot (Abercrombie, 1946) hasznaltuk a potencialis tulmintavétel
korrekciojara. A korrekcidhoz a képeket Zeiss Axioskop 2 mot plus fénymikroszkoppal,
40x objektivvel és Retiga 2000R kameraval készitettiik. A metszet vastagsaganak €s a
sejtek atmérdjének mérését véletlenszerli mintavétellel végeztik a hippokampusz
teriiletén. A vastagsagot az egyes metszetek 6t pontjan mértiik és atlagoltuk. A sejtek
atmérojét az egyes metszetekben 1€vo 30 sejt atlagabol szamitottuk. A frakciok értéke
0,78 volt mind az APPNYF, mind a VT egereknél. Az eredmények azt mutattik, hogy
mindkét paraméter elhanyagolhato kiilonbséget mutatott az egyes allatokban, 4m ennek
ellenére a korrekciokat alkalmaztuk. A sejtstiriiség becsléséhez minden tizedik metszetet

hasznaltuk.

111.11. 3D blokk-felszini sorozatmetszet pasztazo elektronmikroszképia (BF-SEM)
Az immunreakciok €s a dehidralast kdvetden, a BF-SEM 4altal készitett képeknél

minél magasabb kontraszt elérése érdekeben a metszeteket 0,75%-0s kalium-

ferrocianiddal redukalt, 1%-0s ozmium-tetroxiddal utofixaltuk 1 o6ran keresztiil jégen,

majd thiokarbohidrazid (TCH) inkubacié kovette 30 percen keresztiil. Ezutan 1%-0s
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ozmium-tetroxid oldatban kezeltiik a metszeteket 30 percen keresztiil, majd ugyanennyi
ideig 1%-o0s vizes uranil-acetat oldatban, sdtétben. Ezt a Walton-féle 6lom aszpartat festés
kovette 30 percen keresztiil 60 °C-on. Minden 1épés utan 5 x 3 perc DV mosas tortént.
Végiil a metszeteket jégagyon dehidraltuk felszallo alkoholsorban (30%-os etanoltol
abszolut etanolig), ahol minden 1épés 2x8 percet vett igénybe, ezutan acetonitrillel itattuk
at 2x10 percen keresztiil, eldszor jégagyon, majd szobahdmérsékleten. Ezt kovetden a
metszeteket aluminium csonakokba helyeztilk at és gyantaba (Epoxy Embedding
Medium Kit, Sigma-Aldrich, kemény keverék) agyaztuk 6ket estére. A kovetkez6 napon
liveg targylemezekre helyeztiik at a metszeteket, amiket Aclar (Electron Microscopy
Sciences) lapokkal fedtiink le, €s kisiitottiik 6ket 60 °C-on, 48 oran keresztiil. Ezutan a
metszeteket epifluoreszcens mikroszkoppal (Zeiss Axioplan 2) vizsgaltuk meg kék fény
alatt, hogy megkonnyitsiik a metszetek kozotti tajékozodast. Miutan kivélasztottuk, és
kivagtuk a szamunkra hasznalando teriiletet a CA1-es régiobol pengével, rogzitettiik egy
aluminium korongra, majd CircuitWorks Conductive Epoxy (Ted Pella, CW2400)
segitségével rogzitettiik és kistitottiik 60 °C-on, 3 oran keresztiil. A vezetOképes gyanta
megszilarduldsa utdn a mintat méretre (~ 400 pm x 400 pm x 75 pm) vagtuk
ultramikrotémmal (EM UC6, Leica, Wetzlar, Germany), iiveg kés segitségével, majd
Rotary-Pumped Sputter Coater (Quorum Technologies, Q150R ES) haszndlataval, 15
nm-es aranygdzzel bevontuk a minta feliiletét. Az elkésziilt mintat pormentes taroloba

raktuk at, és a BF-SEM hasznalata el6tt legalabb egy estére a vakuumkamraba helyeztiik.

111.12. BF-SEM képalkotas

A képalkotds soran egy in situ ultramikrotommal (,,VolumeScope” , FEI,
Eindhoven, The Netherlands) és visszaszortelektron detektorral (BSE) felszerelt FEI
Apreo pasztazo elektronmikroszkopot hasznaltunk. A képek nagy vakuumban késziiltek
6,5mm-es tavolsagbdl, 0,1 nA allandé sugar aramerdsség mellett, MAPS szoftver
segitségével. Az AISZ-r6l, kosarsejtekrdl és a SOM+IN-okrol késziilé képekhez a
kovetkezd paramétereket hasznaltuk: 2,0 kV magasfesziiltség, 1,20 ps pixelenkénti
eltoltott id6, 4 nm x 4 nm x 70 nm voxel méret. Az egyes felvételek 16384 x 16383 pixel
méretliek voltak, és Osszesen 300 képet készitettiink 70 nm-es vastagsaggal, tehat a

kisérlet soran elkésziilt térfogat nagyjabol 91 200 um3 kortiil volt. A disztrofias neuritek
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esetében a pixel méret 9nm, a metszet vastagsaga 280 nm Vvolt, 110 metszet-sikon

keresztiil.

111.13 BF-SEM Képelemzés

A képek feldolgozasa a Fiji Image] program (Schindelin és mtsai, 2009)
segitségével tortént. A BF-SEM altal készitett metszetekrdl a képeket a TrakEM2
(Cardona ¢és mtsai, 2012) programba importaltuk, ahol egymashoz illesztettiik éket. A
& Touch Display digitalis tabla segitségével tortént. Teriilet listakat hasznaltunk az
axonalis profilokhoz és a mitokondriumokhoz, mig profil listdkat a szinapszisok
rekonstrudldsdhoz. Félig manualis szegmentaldst végeztiink, axonprofilokhoz minden
masodik vagy harmadik metszeten, és beépitett interpolacidos modszert alkalmaztuk.
Utana a szinaptikus felszin, a mitokondrium térfogat, és az AISZ hosszmérését a
TrakEM2 beépitett segédmoduljaval végeztilk, az adatokat egy Excel segitségével
allitottuk eld és elemeztiik a Tibco Statistica 13.4 programmal. A szegmentalas utan a
modelleket ,,.obj” fajl formatumban exportaltuk és a Blender porgramba (Blender
Foundation, Amszterdam, Hollandia) importaltuk tovabbi vizsgalat és megjelenités

céljabol.

111.14. Alkalmazott statisztika

Az olyan adatcsoportok esetében, amelyek nem mutattak Gauss eloszlast, az
adatok leirasara a median és a 25%-75% interkvartilis tartomanyt hasznaltuk. A Gauss
eloszlast mutatd adatcsoportok leirasara atlagokat €s szérdsokat hasznaltunk. A Gauss
eloszlast Shapiro-Wilk teszttel teszteltiik. A statisztikai kiilonbségek teszteléséhez a nem-
parametrikus Mann-Whitney U-tesztet vagy a parametrikus Student-féle t-tesztet
hasznaltuk fliggetlen adatpopulaciokban. A statisztikai kiilonbséget mindig kétoldalas
tesztekkel teszteltiik. A variancia homogenitasat F-teszttel vizsgaltuk, és ha szignifikans

volt, akkor a populaciokat nem paraméteres tesztekkel hasonlitottuk dssze.
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IV. EREDMENYEK

IV. 1. Az amiloidozis kovetkeztében kialakult neuroinflammacios elvaltozasok és a
disztrofias neuritek neurokémiai azonositasa

Megvizsgaltuk, hogy az endogén egér promoter altal vezérelt, mutalt és
humanizalt egér APP gén elegendd-e egerekben a tipikus amiloidozis és disztrofias
neuritek (DN) kialakulasanak indukalasahoz. Minden vizsgalatban homozigota APPNEF
egereket és VT alomtérsaikat hasznaltunk. Immunfluoreszcens festéssel 7 honapos
APPNEF egerekben nem volt kimutathatd A felhalmozodas. Az elsd plakkok 9 honapos

korban jelentkeztek tobb neokortikalis teriileten, majd 12 honapos korukban a

hippokampuszban is. A DN-ek hidnyoztak a 9 honapos, valamint nagyon ritkak voltak a
12 hénapos APPNEF egerekben..

| n; A A }&@ﬁxﬁﬁ et 1. - 4 7 &ma g‘f 4 % W =2
4.abra. Az amiloid plakkok és disztrofias neuritek koriili mikrogliak és az asztrogliak

gviirti APPNSF egerekben.
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A: A fluoreszcens kép egy 21 hénapos APPNT egér hippokampdalis metszetét
mutatja. Az AP lerakddasok (piros) gyakoriak a stratum oriensben, lacunosum-
moleculare és moleculare-ban. Ugy tiinik, hogy a PV-pozitiv IN-ok (z61d) nem érintettek.
(0.: str. oriens, p: piramisréteg., r: str. radiatum., [-m .. str. lacunosum-moleculare, m.:
gyrus dentatus str.moleculare, g .:gyrus dentatus str. granulosum). Lépték: 250 um.

B: GFAP-pozitiv asztrocitik (Bl, z6ld) és Ibal-pozitiv mikrogliak (B2, piros)
lathatéak ApB-plakk kornyezetében (B3, fehér) egy 20 hoénapos APPN-F egér
str.lacunosum-molecula rétegében. Lépték: 20 um.

C: Fény- (Cl) és elektronmikroszkopos képek (a C2 kép a Cl-ben szaggatott
vonallal jelolt teriiletrol szarmazik) mutatjak be az Ibal immunoarannyal jelolt mikroglia
sejteket (MG, MG2, piros), amelyek koriilveszik az Ap lerakodasokat és a szomszédos
disztrofias neuriteket (kék). Léptek:2 um.

D: Az Ibal immunoarany jelolt mikroglia nyulvany (piros) kérbehatarol egy
autofag vezikuldkat tartalmazo disztrofias neuritet (dn, kék), elvalasztva azt a szomszédos
neuropiltol. Lépték:2 um.

E: Asztroglia nyvilvanyok APPN"F egérben (4s, z6ld) elvilasztia az elektrondenz
autofag anyagokkal toltott disztrofias neuriteket (dn, kék) az egészségesnek tiiné

szovetektol. Léptek: 2 um.

A 18 honapos APPNSF egerekben minden neokortikalis teriileten és a hippokampuszban
talaltunk amiloid plakkokat (4A. abra), amelyet mar kordbban is leirtak (Saito, 2014); de
csoportunk figyelte meg els6ként, hogy az amiloid plakkok koriil jellemzden megjelentek
a DN-ekAz AP felhalmozodasa soran ismert, mind az agyi mikrogliak, mind az
asztrocitak megjelenése és aktivalodasa (Hensley, 2010). Immunfestés utan ionizalt
kalcium-koto adapter fehérje (Ibal)-pozitiv aktivalt mikroglia nyalvanyokat talaltunk az
amiloid plakkok koriil a hippokampusz CA1 str. lacunosum-moleculare rétegében 24
hénapos APPNSF egerekben (4B,C. abra). Az lbal-pozitiv nytlvanyok koriilvették a
plakkok széleit. Szamos DN helyezkedett el ezen mikroglia-AB komplexek koriil
(4.4bra). A glia fibrillaris savas protein (GFAP) immunfestésével kimutattunk
hipertrofids asztrocitdkat is az amiloid plakkok és a DN-k kozelében (4B,D. abra).

Transzmisszids és blokkfelszin-pasztazo elektronmikroszkopos (BF-SEM) technika

37



DOI:10.14753/SE.2022.2618

alkalmazéasdval — megvizsgaltuk  kiilonbozé  életkorban a  neuroinflammaéciod
ultrastruktaralis jeleit és a DN-ek jelenlétét az APPNSF egerek neuropiljében.

A DN-ek haromdimenzios rekonstrukcidja (5.abra) soran megfigyeltiik a dense-
core plakkok morfologiajat (D’ Andrea and Nagele, 2010) 24 honapos APPN-Fegér CA1
foként az extracellularis térben helyezkedtek el, valamint a mikrogliak belsejében is
lathatoak voltak; mindezek mellett, a szomszédos axonokban kiilonboz6 degeneracios
szakaszokat tudtunk azonositani (Fig 4D,E). Néhany egészségesnek és myelinizaltnak
latszott, masok részben elvesztették myelinizacidjukat. Ugyanakkor a 24 hénapos vad
tipusii alomtarsaiknal mas tipusti neuronalis elvaltozasok is megfigyelhetok voltak,
példaul vakuolumokat, mielin-invaginaciot talaltunk dendritekben, redundans és
megszakadt mielinhiivelyeket vagy éppen iires mielinizalt profilokat. Ugyanakkor csak
APPNLF egerekben figyeltiink meg  szabalytalan mitokondrilis és lizoszomalis
felhalmozdodasokat, axonalis duzzanatokat, csoportosult mitokondriumokkal telt
neuritokat és DN-kel rendelkezé amiloid plakkokat, mint amelyeket emberi agybol
bemutattak mar (Peters and Folger, 2013).

APPNSF - egerek  hippokampuszaban  megfigyeltink  kolinerg  (VAChT+),
glutamaterg (vGluT1+) és dopaminerg (TH+) DN-ket (5. abra). A hippokampuszban
talalhatd IN-kat azonban alaposabban is megvizsgéaltuk, mivel a korabbi human
vizsgalatok szomatosztatint (SOM) mutattak ki plakkokban és DN-ekben (D.M.
Amstrong, 1989; Morrison és mtsai, 1985). A CB1R+/PV-negativ IN-okrol szintén
bebizonyosodott, hogy érzékenyek az amiloid citotoxikus hatasara (Ramirez, 2005).
Megallapitottuk, hogy a plakkok 89%-aban SOM+ (n=45 db DN esetén, 2 egér), 93% -
aban CB1R+ DN volt (n=75 db DN esetén, 2 egér), mig a plakkok csupan 4% -a
tartalmazott PV+ DN-ket (n=93 db DN esetén, 2 egér). Ezenkiviil ez a néhany PV+ DN
sokkal kevésbé volt duzzadt, mint barmely mas tipusi DN (5.C-H &bra), ami arra utal,
mas modellekben leirtakkal ellentétben, hogy a PV+ IN-rostok jobban ellenallnak az APP

génmutacio hatasainak.
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5. dbra. Kiilonbozé disztréfias neuritek APPNSF egerekben.

A: AP plakk a str. radiatum és lacunosum-moleculare hatararol, a CAl
teriiletérol, egészségesnek tiiné axonszakaszok (1,2) és koriilotte kiilonbozé tipusu
disztrofidas neuritek (DN,3-14) és Af-t fagocitilo mikroglidk. A DN-kel szomszédosan
kiilonbozo rendellenes profilok figyelhetok meg, pl .: tobbrétegii testek (*), vakuumok
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(fekete nyilhegyek) vagy megosztott myelinhiivelyek (iires nyilhegy), amiloid lerakodasok
az extracellularis térben és a mikroglidkban is (pontozott vonal). Lépték: 2um.

B: Kiilonbozo mértékben érintett axonok egy csoportjanak és egy Ap-t tartalmazo
mikroglianak (A. panelrél) a nagy térfogatra kiterjedé 3D rekonstrukcioja. B ': Az
axonalis degeneracio kiilonbozo dllapotai (3-14, az A panelen is) figyelhetéek meg a
plakk kozéppontja koriil (A, B). Néhany koziiliik egészségesnek tiint (I, 2), mig mds
myelinizalt axonok legalabb részben elvesztették myelin boritasukat, foleg az amiloid-
lerakodas felé nézo oldalon (10, 14).

C-H: Kiilonbozé  tipusu neuronok DN-jének és egészséges rostjainak
osszehasonlitasa (DAB immunjelolés az adott neurokémiai marker ellen, sotét csapadék).
Disztrofias terminalisokat (fekete nyilhegyek), amelyek kézott van szomatosztatin (SOM,
C), 1. tipusu kannabinoid receptor (CB1, D), vezikularis acetilkolin transzporter (VAChT,
E), vezikularis glutamat transzporter 1 (vGluTlI, F), tirozin-hidroxilaz (TH, G) vagy
parvalbumin (PV, H) immunopozitiv termindlis. A fehér nyilfejek tipikus, egészséges
kinézetet mutatnak. Minden felvételen ugyanazokat a skdlakat hasznalva mutatjuk, hogy
a DN-ek tobbsége akar szazszor nagyobb, mint az egészséges termindlis, azonban a PV+
DN-k megnagyobbodasa sokkal kevésbé volt kifejezett, bar azokat csak nagyon ritkdan
lehetett észlelni. Lépték: 2 um.

IV. 2. A hippokampalis PV+ és a SOM+ interneuronok szamanak és anatomiai
megjelenésének jellemzoi

Az amiloid6zis szamos hagyomanyos modelljében az amiliod plakkok hatasara
érzékenynek bizonyultak a dendriteket célzo, SOM+ és a piramissejtek periszomatikus
memoriaképzésének szabalyozasaban (Brady and Mufson, 1997; Verdaguer és mtsai,
2015). Sztereoldgiai modszerekkel kimutattuk, hogy a PV+ sejtek stirlisége nem valtozott

jelentdsen a 18-20 honapos APPNLF

egerek hippokampuszaban (beleértve a CA1-3-at és
a dentate gyrus-t is) a VT alomtarsaikhoz képest (6A. abra) Ezen feliil, az APPN-F egerek
SOM IN-jainak stirliségében sem észleltiink szignifikdns valtozast még a 24 hdénapos
APPNSFegerek CAL str. oriens rétegében VT alomtarsaikhoz képest. Teszteltiik, hogy a

szepto-hippokampalis, PV+ vetitd neuronok mutatjak-e barmilyen jelét a degeneracionak
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a hippokampuszban, de sem a célspecifitasukban, se pedig siiriségiikben nem valtoztak
(6D abra).

Bar az APP-t tulzott mértékben expresszaldé egérmodellek felnott
hippokampuszéaban korabban leirtak a védo perineuronalis halozat (PNN) boritottsaganak
rendellenességeit (Cattaud és mtsai, 2018; Sethi and Zaia, 2017; Testa és mtsai, 2019),
ezzel szemben emberi betegekben nem talaltak valtozast (Morawski és mtsai, 2004).

Kvalitativan megvizsgaltuk a 9, 12, és 21 honapos APPN-F

egerek hippokampuszaban a
PNN képzddését, VT alomtéarsakkal Osszevetve nem talaltunk bizonyitékot a PNN

boritottsag romlasara (6C. Abra).
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6. dbra Lokalis hippokampusz interneuronok vizsgalata APPN-F egerekben.
A: 18 hénapos VT (CTRL, A1) és APPN-F egerek (A2) hippokampuszdanak PV IN-
jai. A PV IN-kat DAB immunreakcioval jeloltiik és a szamoltuk meg a CA1-3 és GD

régiokban. Mann-Whitney teszt: p = 0,6625, 85 sejt/mm® harom VT egérben, ezzel
szemben 76 sejt/mm? értékkel harom APPN-F egérben, median (also-fels kvartilis). Nem

talaltunk szignifikans kiilonbséget a genotipusok kézott (A3). Lépték: 100 um.
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B: Hippokampdlis SOM IN-0k 18 hénapos kontroll (CTRL, Bl) és APPN-F
egerekben (B2). A SOM IN-ket DAB immunreakcioval jeloltiik és a szamoltuk meg a CAL
stratum oriens-ben. Mann-Whitney teszt: p = 0,6625, 300 sejt/mm?® harom VT egérben,
szemben a 291 sejt/mm? harom APPNSF egérben, median (alsé-felsd kvartilis). Nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget a genotipusok kozott: (B3). Lépték: 50 um.

C: APV+ IN-kat (C1, C4) perineurondlis halo (C2-3, C5-6) boritja be mind a 21
hénapos VT (CTRL, C1-3), mind APPN-F egerekben (C4-6). Lépték: 25 um.

D: Viruskovetéses modszerrel jelolt szepto-hippokampalis PV+ bemeneti rostok
(z6ld) egészségesnek tiinnek és megtalaljik lokalis célsejtjeiket, a hippokampdlis PV IN-
okat (voros) 18 hénapos APPNTF egerekben. Lépték: 50 um.

V.3 A Kiilonb6z6 tipusu hippokampalis gatlo szinapszisok jellemzése

Az AK befolyasolja a gatld szinapszisokat és a GABAA receptorokat a f6 GABA
receptor alegységek mRNS-énck és fehérjeexpresszidjanak befolyasolasan keresztiil
(Limon és mtsaiés mtsai, 2012; Ulrich and Bettler, 2007), valamint a szinaptikus
plaszticitas valtozasai modosithatjak a szinapszis er6sségét, igy a szinaptikus rés
szélességét. Ezért ezeket a tulajdonsagokat dsszehasonlitottuk VT és az APPN-F allatok
kozott. Megvizsgaltuk a szomatikus terminalisok gétld szinapszisainak szinaptikus rés
szélességét CA1 piramissejteken és nem talaltunk kiilonbséget a VT és az APPNLF
egérparok kozott. Az eredményeket a 7.A 3-4 abra mutatja be, az els6 par egér esetében
a szinaptikus rés szélessége: VT-ban 24,1+4,2 nm (atlag + SD, 39 vizsgalt szinapszis) t-
teszt: p=0,64, vs. APPNSF egérben a szélesség: 23,7+4,1 nm (42 vizsgalt szinapszis);
masodik egérpar esetében, VT-ban a szinaptikus rés szélessége: 27,0+4,1 nm (48 vizsgalt
szinapszis), vs APPNEF egérben 27,3+4,8 nm (36 vizsgalt szinapszis), t-teszt: p=0,78,
volt. Megmértiik az AIS szinaptikus rés szélességét CAl piramissejteken IS, €s nem
taldltunk kiilonbséget a VT és az APPNSF egérparok kozott. Eredményeinket a 7. bra
A5-6 grafikon mutatja: elsé par egérben, a szinaptikus rés szélessége 27 nm, 17 VT
szinapszishan, 27 nm, 21 vizsgalt APPNSF szinapszishan, Mann-Whitney teszt: p=0,77,
median (also-felsd kvartilis); masodik egérpar esetében, a szinaptikus rés szélessége 19,8
(18-21,6) nm 8 VT szinapszisban, ezzel szemben a 20,7 (18,9-22,5) nm-rel 8 APPNLF
szinapszisban Mann-Whitney teszt: p=0,64.
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7. abra A hippokampusz gatlo
. szinapszisai  és  azok  GABAn
" receptorai APPNLF egerekben

A: Szinaptikus rés szélessége

(a tesztelt profilok fekete keretben

v ‘\».i',) ' L]

—————— wssn.  Ag  wsyn  jelolve) PV+ DAB,  sotétszinii
A3 Samvien Ph ot AS e A6 S ) (
5 - 5 - csapadék) szomatikus vagy AIS-t célzo
27 . 27 d 27 |- 20 I . .
2 { { 2 { 2 11 . : terminalisokon (b: bouton) CAl-ben
21 21 21 10 . . . , -
& s " s piramissejt  szomajan (A1-2, Ps:
E T [cmrL E 7 |cTRL E 7 [t E 7R

piramissejt szoma) vagy az AIS-en 18

hénapos APPN-F egerekben nem volt
szignifikansan kiilonb6zo (ket
egérparban, A3-4) vagy AlS-eken (két
egérparban, A5-6) osszehasonlitva a
VT egerekkel (CTRL). Lépték: 200
nm.

B: Immunoarany jelolt GABAa
v2 receptor alegység lokalizacioja a
szinapszisban (nyilhegyek) szomatikus
terminalison (BI, B2) és AlS
terminalison (ais, B3,B4) 17 és 21
hénapos VT (CTRL) és APPN-F-
egerekben. Nem taldltunk valtozast a
GABAA  receptor  y2  alegység
tartalomban. Kis fehér nyilak jelzik az
il AlS-specifikus membrant. Lépték: 200
nm.

C: A szinaptikus GABAa
receptor jeloles SOM+
terminalisokon, VT (CTRL, CI) és
APPNLF egerekben megegyezik (C2).
Immunarannyal jelolt GABAA y2
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receptor alegységeket a SOM porzitiv terminalisok (b, DAB-vel jelolve) dltal létesitett
szinapszisokban (nyilhegyek) a posztszinaptikus dendriteken (d) a CAl lacunosum-
moleculareban, 17 honapos egerekben. A fekete nyil egy SOM-negativ buton jeléletlen
szinaptikus kapcsolatat jelzi (Cl1). Lépték: 200 nm.

D: A GABAA receptor jelolése a hippokampusz kolinerg szinapszisaiban hasonlo
a VT (CTRL,DI, D3) és APPNYF (D2, D4) alomtestvér egerekben. Immunoarannnyal
jelolt GABAR y2 receptor alegység lathato a vezikularis acetilkolin transzporter (vAChT)
pozitiv kolinerg bouton (b, DAB-vel jeldlve) altal létrehozott szinapszisokban (nyitott
nyilhegyek), amelyek tiiskéket (s, D1-D2) vagy dendritek (d, D3-D4) idegeznek be CA1-
ben, VT (CTRL) és APPN“F egerekben. A D2 panelen a fekete nyil ugyanazon tiiske

aszimmetrikus serkenté bemenetét mutatja. Lépték: 200 nm.

Megmértiik a GABAA receptor y2 alegység pozitiv szinapszisok aranyat a PV+
IN terminélisokban, CA1 piramissejteken 17 és 21 honapos 2 VT és 2 APPN-F egérben.
Megallapitottuk, hogy gyakorlatilag minden szinapszis, amelyeket PV+ szomatikus
terminalisok hoztak létre (VT: 68/69, APPN-F: 68/68), vagy PV+ axo-axonikus
terminalisok hoztak létre [VT: 45/45, 9 axon kezdeti szegmensen (AIS), APPNSF: 61/62,
13 AlS-en], valamint a SOM+ IN terminalisok altal 1étesitett szinapszisok (VT: 19/19,
APPNLF: 29/29) mind GABAA receptor y2 alegység pozitivak voltak genotipustol
fiiggetlentil (7B-C abra). Mivel korabban bebizonyitottuk, hogy a hippokampuszban a
kolinerg terminalisok GABAerg szinapszisokat hoznak létre (Takacs és mtsai, 2018), és
mivel ismert, hogy a kolinerg rendszer kiilondsen érzékeny az AK-ban, megvizsgaltuk a
GABAA receptor y2 alegység pozitivitasat a kolinerg szinapszisoknak is hippokampusz
CAL1 regioban. Nem talaltunk kiilonbséget a VT és az APPN-F egerek kozott a kolinerg
terminalisok GABAA receptor y2 alegység tartalmaban (7D. abra, VT: 33/41, 81%;
APPNLF: 36/44, 82%).
A nagyobb szinapszis tobb receptort tartalmaz és hatékonyabb (Holderith és mtsai, 2012).
BF-SEM hasznalataval, teljesen rekonstrualtunk SOM+, disztalis dendritet célzo IN-okat,
PV+/CB1R-negativ gatlo IN-okat, PV-negativ/CB1R+ szomat beidegzd kosarsejteket,
valamint PV+ axo-axonikus IN-okat, amelyek a CAl piramissejteken hoznak létre
szinapszisokat. Elsoként 6sszehasonlitottuk a szomatikus, kosarsejt-szinapszisok tipusait

18 honapos VT és az APPN-F egerekben (8. 4bra). Nem talaltunk kiilonbséget

44



DOI:10.14753/SE.2022.2618

szinapszisok felszinének nagysagdban (a kiillonbdz6 zsugorodasbol eredd kiilonbségek
miatt, az egereket parosaval haszndltuk és hasonlitottuk Ossze, ldsd a 3. tablazatot a
részletekért). Ezutan a CB1R immunoarany jel6lés segitségével megkiilonboztettiik a
kosarsejt-terminalisok két tipusat, és meghataroztuk a kifejezetten PV+/CB1R-negativ
terminalisok altal létrehozott szinapszis méretét (Takacs és mtsai, 2015). Megallapitottuk,
hogy a PV+/CB1R- negativ kosarsejtek szinapszisainak paraméterei nem valtoztak
APPNSF egerekben (a részleteket lasd a 3. tablazatban). Ezutan sszehasonlitottuk a
SOM+ IN altal 1étrehozott szinapszis méretét a piramissejtek disztalis dendriteinél, ahol

PNLF alombél

ismét nem talaltunk kiilonbséget a szinapszisok nagysadgaban VT és az AP
szarmazo egerek kozott (8. abra €s a részleteket 1asd a 4. tablazatban).

Az AR noveli a glutamat felszabaduldsanak valosziniiségét (Cummings és mtsai,
2015; Medawar és mtsai, 2019) és ennek kovetkeztében magasabb a piramissejt-aktivitas,
amelyet leghatékonyabban az AlS-ek gatlasaval lehet kompenzalni, mivel dont6 szerepet
jatszanak a piramissejteken az akcids potencial létrehozasaban. Ezért BF-SEM
alkalmazasaval megvizsgaltuk kifejezetten a CA1 piramissejt AlS-jeit tobb morfologiai
tulajdonsagat harom par 18 honapos VT és APPN-F egéren, és a hat egér mindegyikébdl
tobb AIS-t teljesen rekonstrualtunk (4. tablazat). Nem talaltunk véltozast sem az AIS-
eken talalhato szinapszisok atlagos sliris€gében, sem az AIS-en beliili mitokondriumok
stiriségében, valamint térfogataban (a részleteket 1asd a 4. tablazatban). Megallapitottuk
azonban, hogy a PV+ axo-axonikus sejtekAlS-einekszinapszisai koriilbeliil 35% -kal
nagyobbak az APPNSF egerekben (Mann-Whitney teszt: p <0,001, 8. 4bra és a részleteket

lasd a 4. tablazatban).
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8.dbra A hippokampusz gatlé szinapszisainak 3D morfologiaja 18 hénapos APPN-F

egerekben.

A: CA1l piramissejt axon kezdeti szegmenseinek BF-SEM 3D rekonstrukcioja

APPNSF 65 VT (CTRL) dllatokban. A szinapszisokat (piros) az axondlis membrdanon (z61d)
és a mitokondriumokat (kék) rekonstrualtuk és szamoltuk meg. A jobb oldalon, az
eredmeények vazlatos dbrazoldasa azt mutatja, hogy amig szinaptikus teriilet a SOM+ IN-
k (SOM IN), a CB1R+ kosdar sejtek (CBIR IN), a PV+ kosar sejtek (halvanykék PV IN)

esetében nem vdaltozott, addig a PV+ axo-axonikus sejtek (AA IN) szinaptikus teriilete
Jjelentosen, kb. 35% -kal megndott.
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B: Jelentdsen megndtt a piramissejt (PS) AlS-én talalhato PV+ szinapszisok
mérete harom par APPN"F és VT (CTRL, Bl) egérben vizsgdlva (Osszesitett adatok), mig
szinapszisaik linearis stirtisége az AIS-en valtozatlan maradt (B2).

C: Nem tapasztaltunk vdltozast a piramissejtek mitokondriumok méretében (C1)
vagy suriiségében (C2) az AIS-ben, amint azt harom par (egyesitett adat) VT (CTRL) és
APPNYF eoerekbdl szarmazo adat mutatja.

D: A piramissejt szomdjan taldalhato szinapszisok mérete nem valtozott harom par
VT és APPNSF egérben (D1-3). E: A PV+/CB1R-negativ IN-k dltal, a PS-ek szémdjan
létesitett szinapszisok mérete nem kiilonbozott két par 18 hénapos VT és APPNF egérben
(E1, E2). F: A SOM+ IN-k daltal, a PS-ek dendritjein létrehozott szinapszisok mérete nem

volt eltérd két par (Ssszesitett adat) 18 honapos VT és APPN-F egérben.

A kovetkezd Osszefoglald tablazat (4.tdblazat) tartalmazza a BF-SEM
kisérletekb6l szarmazo statisztikai adatokat, amelyek korabbrol ilyen részletességgel nem

voltak ismertek.

A.tablazat BF-SEM kisérletekbSl szarmazo, a CAL piramissejtek szinaptikus

parametereinek dsszehasonlité statisztikai adatok

Ultrastrukturdlis paraméter | VT APPN-F
A CAI piramissejteken taldlhaté szomatikus szinapszisok szinaptikus teriilete (nm?, egérpar 1),
p=0.9542

Szinapszisok szama 100 100
Medidn 203898 221232
Also kvartilis 136960 141059
Felsd kvartilis 370260 317769

A CAI piramissejteken talalhaté szomatikus szinapszisok szinaptikus teriilete (NM?, egérpar 2),
p=0.3388

Szinapszisok szama 100 100
Medidn 221674 251685
Also kvartilis 123681 173417
Felsd kvartilis 453867, 404389

A CAI piramissejteken taldlhaté szomatikus szinapszisok szinaptikus teriilete (nm?, egérpar 3),
p=0.4349

Szinapszisok szama 173 177
Medidan 85496 96940
Also kvartilis 55382 59209
Felso kvartilis 142013 178778
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(nm?, egérpar 4), p=0.1860

A CA1 piramissejt szomajan taldlhato CB1R-negativ PV+ IN szinapszisdnak szinaptikus teriilete

Szinapszisok szama 90 100
Medidn 171460 177651
Also kvartilis 112007 134771
Felso kvartilis 220626 253022

(nm?, egérpar 5), p=0.0993

A CA1 piramissejt szomajan taldlhato CBIR-negativ PV+ IN szinapszisdanak szinaptikus teriilete

Szinapszisok szama 100 100
Medidan 77320 71605
Also kvartilis 59435 53437
Felso kvartilis 107981 92711

par egérbaol, p=0.0706

A piramissejtek dendritjén taldlhaté SOM+ \N-ok szinapszisainak szinaptikus teriilete (nm?) két

Szinapszisok szama 194 196
Median 132486 142723
Also kvartilis 82546 97368
Felsd kvartilis 196627 200001
zinaptikus teriilet a piramissejt AIS-eken (nm?) harom par egérbél, p= 5,7038E-10
Szinapszisok szama 387 380
Median 9 9
Also kvartilis 62096 83983
Felso kvartilis 41403 58021
Upper quatrtile 92186 125968
Az AlS-en lévd szinapszisok linearis siiriisége (darab/10um) harom par egérbdl gytijtve,
p=0.9755
Szinapszisok szama 460 515
AIS-ek szama 12 11
Median 9.91 9.85
Also kvartilis 7.83 8.56
Felso kvartilis 13.77 11.91
A piramissejt AIS mitokondriumainak térfogata (nm® x 10°%) hdarom par egérbdl gyiijtve,
p=0.7535
Szinapszisok szama 101 124
AIS-ek szdma 8 8
Median 112 125
Also kvartilis 67 52
Felso kvartilis 222, 204
A piramissejt AIS mitokondriumainak stirtisege (darab/10um) harom par egérbol gytijtve,
p=0.4705
Mitokondriumok szama 100 138
AIS-ek szama 8 9
Median 3.46 3.75
Also kvartilis 2.13 3.66
Felso kvartilis 4.63 4.48
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I1.4. A hippokampalis kolinerg rostok kapcsolatainak vizsgalata

Kutatécsoportunk bebizonyitotta, hogy a kolinerg rostok altal létrehozott
szinapszisok (CAl, S1 szomatoszenzoros kéreg, prefrontalis kéreg, bazolateralis
amygdala) expresszaljak a neuroligin 2 (NL2) posztszinaptikus fehérjét (Takécs és
mtsaiés mtsai, 2013). Ez a fehérje kozvetleniil kolcsonhatasban van a gephyrinnel, a gatlo,
2014) és egyiittesen szerepet jatszanak a GABAa receptorok kihorgonyzasaban (Dong és
mtsaiés mtsai, 2007; Jedlicka és mtsaiés mtsai, 2011; Poulopoulos és mtsaiés mtsai,
2009). Az korabbrol mar ismert volt, hogy a kolinerg terminalisok egy Kis része 1étesithet
szinapszist, kutatocsoportunk azonban azt feltételezte, hogy mindegyik terminalis
szinapszisokat alkot. .

A hippokampuszban a kolinerg rostokon a szinapszisokat NL2 jeloléssel
azonositottuk (9. abra) és haromdimenzios, sorozat mikroszképos rekonstrukcidval
vizsgaltuk. Véletleniil kivalasztott, hosszu axon szakaszokat rekonstrudltunk (633 pm,
atlag: 21um, n=17), egyrészt vad tipust allatban anti-kolin acetiltranszferdz (ChAT)
antitesttel megjelolve, masrészt eYFP-adeno-asszocialt virussal (AAV) injektalt ChAT-
Cre egerekben, ahol a szinapszisaikat NL2 vagy gephyrin immunoarany jeloléssel
azonositottuk. Mindegyik nagyszamban Iétesitett szinapszisokat (9. dbra). A szinapszisok
atlagos stirlisége 42 szinapszis/100 um volt. Korabban ezen kapcsolatok koziil néhanyat
nem is lehetett volna szinapszisnak tekinteni a gyenge membran-megvastagodasaik és a
sziikebb intercellularis szinaptikus résiik miatt (pl. 9. abra, szinapszis 2—3) (Umbriaco és
mtsaiés mtsai, 1995); azonban a NL2 és gephyrin jelolés egyértelmiien meghatarozta az
aktiv zonajukat. Osszehasonlitasként, GABAerg axonszakaszokat is rekonstrualtunk
(CB1+, n=2, amelyek hossza 18 és 29 um), amelyek szintén nagyszamban létesitettek
szinapszisokat. Miutan megbizonyosodtunk arrol, hogy az dsszes hippokampalis kolinerg
terminalis a bazalis eléagy kolinerg sejtjeibdl ered, azt talaltuk, hogy gyakorlatilag az
0sszes vizsgalt hippokampalis kolinerg terminalis egy vagy tobb NL2-pozitiv szinapszist
1étesitett (9. abra).

A kolinerg axonok mentén a szinapszisok linearis slirlisége hasonlé volt a
GABAerg axonokéhoz (kolinerg axonokon a szinapszisok szama 100 um-ként: 42 a CA1

crcr

hogy a NL2 ¢és a gephyrin pozitiv kolinerg szinapszisok (n=107, 4 egérbdl 6sszegytijtott
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adat) els6sorban a piramissejtek dendritjeit (63%) és a tiiskenyakakat idegzik be (27%),
valamint interneuronok dendritjeit (5%), mig néhany esetben a posztszinaptikus célt nem
lehetett besorolni (6%) (90 abra).
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9.dbra: Az Osszes kolinerg termindlis szinapszist létesit, expresszalja a GABAerg
markereket és beidegzi a piramissejteket vagy az interneuronokat.

A., Haromdimenzios EM rekonstrukciok azt mutatjak, hogy a hippokampusz
kolinerg rostjai szinapszisokat (nyilak) alkotnak. Az A jelii axont ChAT antitesttel jeléltiik
meg vadtipusu (VT) egérben. A B jelli axon egy AAV-eYFP virussal jelolt septo-
hippokampalis rost ChAT-Cre egérben. A képbeszurasok szinapszist alkoto, két tipikus

terminalist mutatnak be (kék). A plazmamembrant részben atlatszova tettiik a
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mitokondriumok (mito, zold) felfedésére. Az NL2 (A axon, 1-4. szinapszisok) vagy a
gephyrin (B axon, 5-7. szinapszisok) aranyjelélése a szinapszisok felismerésére szolgal
(fekete pontok és nyilak a képbeszurason). Rekonstrualt axondlis szegmensek boutonjai
(b), amelyek szinapszisokat létesitenek (1-7., nyilhegyek, azonos szamokkal jelélve a bal
oldalon) a dendriteken (d) és a tiiskéken (s). Az 1. szinapszis mellett egy ChAT-negativ,
feltételezhetéen GABAerg termindlis bouton (bneqg) taldlhato, amely NL2-pozitiv
szinapszist (nyil) képez. b — n: Gephyrin (nyilhegyek, arany, b-d; g—j) és GABAa y2
receptor alegységek (nyilhegyek, arany,; e—f; K—n) lokalizalédnak posztszinaptikusan a
VACNhT+ termindlisok dltal létrehozott szinapszisokban VT egerekben (b — f; DAB, b),
illetve AAV-eYFP-vel jelolt szepto-hippokampalis terminalisokban ChAT-Cre egerekben
(g—n; DAB, b). Az egymast kovetd metszetek képeit vékony fekete vonalak elvalasztjik. A
terminalisok dendriteket (d) vagy a tiiskéket idegzik be. A j képen a posztszinaptikus
célpont egy interneuron dendritje (INd), amelyen I-es tipusu szinapszisok vannak (nyilak).
A szinapszisok a str. oriens (a, b—e, g, I, m), stratum radiatum (k, n) és stratum
lacunosum-moleculare (f) rétegekbdl szarmaznak. A lépték 200 nm az Osszes EM-kép
esetében. o - A rekonstrualt kolinerg axondlis szegmentek célszelektivitasa str. oriens és
radiatum rétegekben. Tiiske: 27,1%, piramissejt-dendrit: 62,6%, interneuron dendrit:
4,7%, nem azonosithato: 5,6%. p: CAl-ben és S1 kéregben levd 100 um kolinerg axondlis

szegmensre juto Szinapszisok szama dsszehasonlitva a CAL GABAerg rostjaival.

Minden beidegzett tliske kapott egy masik, feltételezhetéen glutamaterg
aszimmetrikus, I tipusti bemenetet is egy jeldletlen terminalisbol, ami arra utal, hogy a
kolinerg szinapszisok 6nmagukban nem indukalnak tiiske kialakulast. Ezek az adatok azt
sugalljak, hogy ezeknek a szinapszisoknak kb. 90%-a a CAl piramis sejteket célozza
meg, mikdzben az interneuronokat iS megtalalnak (legalabb 5%), ez az arany kozel all a
CA1 régio neuronalis aranyahoz. Ezutan megvizsgaltuk, hogy GABAerg tulajdonsaguak-

e ezek a szinapszisok.
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IV.5. A szepto-hippokampalis kolinerg axonok GABAerg tulajdonsaganak
anatomiai vizsgalata

Bar mar masok is ugy vélték, hogy a hippokampusz kolinerg beidegzddése
kizarolagosan a bazalis eldagybol szarmazik és a lokalis kolinerg sejtpopulécio jelenléte
az egér hippokampuszban csupan korabbi kisérletek miterméke volt (Blusztajn and
Rinnofner, 2016), ennek ellenére mi is teszteltiik ezt a feltevést. Cre-fiiggd eYFP-AAV-t
injektaltunk a ChAT-Cre egerek hippokampuszaba (10C. Abra), és a hippokampusz
metszeteken eYFP, a vVAChT ¢és a vGAT jelolést alkalmaztunk (10.4bra, E,F). Néhany
eYFP pozitiv sejtet talaltunk a hippokampuszban is, de rendkivil ritkdk voltak és
hasonlitottak a dentate gyrus szemcsesejtjeihez és a CA3 piramis sejtekhez. Talaltunk
néhany, azokbol szarmazd, ritkan elagazo eYFP+ rostot is, de a VAChT vagy a VGAT
immunreaktivitdst soha nem volt megtaldlhatd ezekben a terminalisokban (323
terminalisbol 0 volt jeldlt, 2 egérbdl). Ugyanazon mintakban teszteltiik a vAChT pozitiv
terminalisokat is, és soha nem talaltunk eYFP-pozitivitast (2 egérbél 3673-bol 0). igy
megerdsitettiik, hogy a hippokampuszban nincsenek kolinerg sejtek, csak a Cre enzim
rendkiviil ritka ektopids expresszidja. Ezek az eredmények azt is megerdsitették, hogy a
septo-hippokampalis kolinerg rostok vAChT jel6léssel megbizhatdan megjelolhetdek.

Egy masik megkozelités ellendrzése céljabol az eYFP-AAV-t injektaltunk ChAT-
Cre egerek medialis szeptumaba, és a PV/ChAT/eYFP harmas jeloléseket festettiink (10.
abra C,A,B). Az MS-ben az 0sszes vizsgalt eYFP-pozitiv sejt 97,6% -a volt ChAT+, de
egyikik sem volt PV+ (n=212, 2 egérnél)). Vizsgaltuk ezen sejtek rostjait a
hippokampuszban, és itt is elvégeztiink a PV/VAChT/eYFP harmas jelolést (10.4bra)
Megallapitottuk, hogy az eYFP pozitiv terminalisok VAChT-jel6léssel kolokalizaltak, de
soha nem PV+ (n=252 terminalis 2 egérbdl). Ezek az eredmények megerdsitették, hogy

ezekben az allatokban az eYFP+ rostok kizarolag kolinerg sejtekbdl szarmaznak.
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10. abra, Kontroll kisérletek a szeptohippokampalis kolinerg sejtek és rostok jelolésére
cre-fiiggd virus- és immunjelolo technikakkal.

A: Az eYFP-t expresszald kolinerg rostok robosztus halézata a hippokampuszban
AAV-injektalast kovetéen ChAT-Cre egér MS-jaban. (Im: laconosum-moleculare, m:
moleculare, g: granule-cell layer, h: hilus)

B: Hippokampuszban, az AAV-eYFP virus dltal jelolt szepto-hippokampdlis
rostok VAChT-t tartalmaznak, de PV-t nem. A VAChT-jelolés a rostok termindlisaiban
(nyil) taldalhato.

C: Az AAV-eYFP-injektalas helye a ChAT-cre egerek MS-ba/ hippokampuszaba.

D: Az osszes eYFP-t expresszalo MS neuron ChAT+, mig egyikiik sem
tartalmazott PV-t. (4 nyilak néhdany sejttestet jelolnek.)

E: AAV-eYFP injektalast kovetoen a ChAT-cre egerek hippokampuszaba
elhanyagolhato mennyiségii eYFP expresszalo sejt volt kimutathato. Egy eYFP-t
expresszalo szemcsesejt lathato néhany dendrit-szegmenssel és kevés szétszort rosttal. (d:
dendrit, f: rost, GC: szemcsesejt)

F: A hippokampuszban talalhato lokalis eYFP-t expresszalo rostok nem
tartalmaznak VAChT-t vagy VGAT-ot. (A nyilhegyek jeldlnek néhany termindlist, a
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léptékek az F képen 150 um az A, D, E, és 6 um a B és F esetében. Miutan megallapitottuk,
hogy minden kolinerg rost a BF-bél szarmazik, lokalizaltuk a posztszinaptikus GABAerg
jelatvitel elemeit ezekben a kapcsolatokban. Elsdként a gephyrint vizsgaltuk, mert az
kapcsolatban van mind a GABAA receptorokkal, mind pedig a NL2-vel. Megallapitottuk,
hogy a hippokampalis kolinerg rostok szinapszisainak legalabb 81% -a tartalmaz
gephyrint a dendriteken és a tiiskenyakon ( 9.4bra). Ezenkiviil azt talaltuk, hogy ezen
szinapszisoknak legalabb a 80%-andl GABAA receptor gamma?2 alegység jeldlés volt
lathatd, amely mind a dendriteken, mind a tliskenyakakon konnyen kimutathatd volt
(9.abra). Ezutan lokalizaltuk a preszinaptikus GABAerg ¢és kolinerg jelatviteli rendszer
elemeit ezekben a terminalisokban. ZsGreen fluoreszcens riporter egérvonalat
kereszteztiink vGAT-Cre egérvonallal, amelynek a meditalis szeptumaban megjeloltiik
ChAT+ sejtjeket, igy meg tudtuk allapitani, hogy minden szepto-hippokampélis kolinerg
sejt VGAT immunopozitiv is (11.4bra A, B). A hippokampusz kolinerg termindlisai
expresszaltdk a GABA-szintetizald enzimet, a glutamat dekarboxilaz 65 (GADG65)
enzimet is (11.4bra C). Ezen tilmenden a kolinerg szepto-hippokampdlis termindlisok
legalabb 83%-a vGAT+ volt (11.dbra D), mig a szepto-hippokampalis kolinerg
terminalisok 64% -aban volt kimutathaté a vAChT. Végiil, beagyazas utani immunarany
jelolést hasznédlva kimutattuk, hogy a kolinerg terminalisok tartalmaznak GABA-t
(11.abra E, F).

IV.6 A szepto-hippokampalis kolinerg axonok anatémiai vizsgalata idés APPN-F
egerekben

A szepto-hippokampalis kolinerg rostok vizsgalatahoz 17 honapos ChAT-eGFP
¢s APP-NL-F/eGFP-Cre egerek medialis szeptumaban AAV5-EF1a-DIO-eYFP virust
injektaltunk. A virussal jelolt ChAT-sejtek axonalis arborizacioi a hippocampusban nem
kiilonboztek (12.abra). GABAAa receptor y2 alegységek a vAChT-tal jelolt kolinerg
szinapszisokban tiiskéket (A1-2) vagy dendriteket (B1-2) idegeznek be VT és APPNLF
egerekben. Ismét nem talaltunk szignifikans véltozast a kolinerg boutonok GABAA 72

receptor tartalmaban.
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11.dbra A-B: A MS kolinerg sejtjei GABAergek. A B abra kinagyitva mutatja az A dbradn
jelolt feheér keretben taldalhato teriiletet. A ChAT jelolt neuronokat piros, mig a vGAT-ot
kifejezoket zold szin jelzi vGAT-ZsGreen riporter egérben.

C: Az AAV-eYFP virus altal jelolt szepto-hippokampdlis rostok Kifejezik a
GADG65-6t. A képbeszurasokon a nyillal jelolt termindlis xz és yz vetiilete lathato. (A nyil
és a nyilhegy a termindlisok felé mutat, a rostok korvonalat z6ld vonal jeloli.)

D: Az AAV-eYFP virus jelolt szepto-hippokampalis rostok kifejezik a vVGAT-ot és
aVAChT-t. (A D abra léptéke: 210, 14, 2 és 1 um az A, B, C és D esetében.)

E-F: A hippokampusz kolinerg terminalisai GABA-t tartalmaznak. Egy VAChT+
termindlis harom, egymdast kovetd EM metszete lathato (E, pirosra szinezve). A vAChT-t
bedagyazas elotti immunoarany modszerrel jeloltiik jelenitettiik meg (az E elsé panele,
eziisttel intenzifikalt felerdsitett arany részecskék, nagy nyilak), amig az azokat koveto
ultravékony metszeteken (az E mdsodik és harmadik panele) a GABA-t jeloltiik bedgyazas
utani immunfestéssel (kisebb arany részecskék, vékony nyilak).

F: A GABA-jelolées immunoarany siriségének medianjai (oszlopok) és

interkvartilis tartomanyai (savok) glutamaterg (Glut, median: 3,5 aranyszemcsék / um?2,
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intervartilis tartomanyok: 1,5-5,3) és VAChT+ terminalisokban (VAChT, median: 11,5
arany részecskék / um2, interkvartilis tartomanyok:6,8—22,7). A csillag a szignifikans
kiilonbséget jeloli (p<0,05). Az 1. tipusu szinapszisokat alkoto vAChT- termindalisokat

glutamatergnek tekintettiik. A lépték 200 nm az 6sszes EM-kép esetében.

12. abra A-B: A hippokampdlis kolinerg szinapszisok GABAA receptor jelélése hasonlo
az APPNLF ¢5 VT egerekben. GABAA receptor y2 alegységek (immunarany jelélés) a
szinapszisokban (nyitott nyilhegyek), vAChT+ kolinerg boutonok (b) és tiiskék (s, A1-2)
vagy dendritek (d, B1-) (DAB-bal jelélve) 2) 17 honapos APPN'F (A1-B1) és VT (A2-B2)
egerek CAl-jében. Az Al-en fekete nyil ugyanazon tiiske aszimmetrikus serkentd
bemenetét mutatja. A Bl-en egy VAChT-/IGABAa y2+ szinapszis is lathato (fekete
nyilhegy). Nem publikalt eredmények.
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VI. MEGBESZELES

Az AK-t postmortem, az amiloid plakkok jelenlétével diagnosztizaljak a betegek
agyaban (Harrison és Owen, 2016). Habar szamos fehérje, koztik a tau-protein, az
apolipoprotein E, és a preszenilin mutacioit iS megtalaltak mar a demenciak stlyos
formaiban, évtizedek ota az amiloid plakkokat tekintik az AK egyik elsédleges okanak
(Barage és Sonawane, 2015; Hardy, 1997; Selkoe ¢s Hardy, 2016). Ezért, az allatokon
végzett kisérletekben (Huang, Yadong; Mucke, 2012; Huang és mtsai, 2019; Lannfelt és
mtsai, 2014; Mullane és Williams, 2013) és sok klinikai vizsgalatban az elsédleges
célpont (Lannfelt és mtsai, 2014; Zotova és mtsai, 2013) az AP agybol torténd eltavolitasa
volt. Ez az elmélet inspiralta annak a tobb, mint szaz egér modellnek a létrehozasat,
amelyekben az AP felhalmozodasat, a mutalt APP tlzott expresszioja valtja ki és amelyet
egy erds nem-specifikus promoter szabalyoz. Ezek a megkozelitések felgyorsitottak az
AP lehetséges hatasainak vizsgalatat, mivel az ilyen allatokat mar néhany hoénappal a
sziiletésiiket kovetden lehetett vizsgalni. Ezekben az egérekben azonban, tobb olyan
sejtben is mesterségesen nagy mennyiségben Kifejez6dott a mutalt APP-t, amely
természetesen nem jelenne meg, igy modellspecifikus miitermékeket vezethettek be.

Kisérleteink sordn megvizsgaltuk a svéd €s az ibériai muticiok egyiittes hatasat,
amelyek altalanosak a familiaris 6roklédéstt AK-ban szenvedd betegekben (Palop and
Mucke, 2016). Az APPNF egerek az endogén, természetes egér promoter altal vezérelt,
human APP svéd és ibériai mutacidit expresszaljak, valamint az AP42 és Ap40
izoformakat olyan aranyban fejezik ki, amely jellemz6 az emberi AK esetében. Ez teszi
az APPNLF egereket idedlis modellekké az AP agyra gyakorolt hatasainak vizsgalatdhoz
(Nilsson és mtsai, 2014).

A nem specifikus promoterek altal szabalyzott, az APP-t tulzott mértékben
expresszalo egerek esetében lecsokkent a hippokampalis SOM+ (Ramos és mtsai, 2006;
Silva Albequerque és mtsai, 2015; Stanley és mtsai, 2012) és a PV+IN-k (Brady és
Mufson, 1997; Popovi és mtsai, 2008; Takahashi és mtsai, 2010) szama, ezzel szemben
mi nem talaltunk szignifikans csokkenést ezen IN-ek stiriségében. A PV idegsejtek koriili
perineuronalis halo karosodasarol szintén beszamoltak (Cattaud és mtsai, 2018; Sethi és
Zaia, 2017; Testa és mtsai, 2019), am az APPNF egerekben nem észleltiink nyilvanvalo

karosodast, hasonldéan az emberekben tapasztaltakhoz (Morawski és mtsai, 2004).
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Mig a GABAA receptorok sériilékenysége az AK-ban korabbrol ismert volt
(Limon és mtsai, 2012; Ulrich és Bettler, 2007), azonban méréseink soran nem talaltunk
hatast a szomatikus GABAerg ¢és kolinerg szinapszisok GABAA receptor tartalmanak
illetve szinaptikus rés szélességének valtozasara a hippokampuszban. Megallapitottuk
azonban, hogy az amiloid felhalmozodasnak lokalis, neurotoxikus, gyulladasos hatasa
van, mivel a kdzvetlen plakk kdzelében, tipikus mikroglialis és asztroglialis reakciokat és
DN-eket figyeltiink meg.

Emberekben, az AP lerakoddsok glia aktivalodast, disztrofids axondlis
folyamatokat és elvaltozasokat okoznak a neurotranszmitter rendszerekben (Duyckaerts
¢és mtsai, 2009; Sanchez-Varo és mtsai, 2012; Serrano-Pozo és mtsai, 2013), ami az AK
lassu Kifejlodéséhez vezet (Villemagne és mtsai, 2013). A mikrogliak gy tiinik, hogy
hatékonyan képesek megakadalyozni az AP plakkok terjedését APPN-F egerekben, mivel
a DN képzddése viszonylag kis térfogatra korlatozodott a plakk kozéppontja koriil. A
DN-kben szabalytalan mitokondriumokat, lizoszomalis felhalmozodast, axonalis
duzzanatot és klaszterezett mitokondriumokat taldltunk, amelyeket valdsziniileg az
axonalis karosodassal Osszefiiggd kalcium-bearamlas és az azt kdveté mitokondrialis
diszfunkciok okoztak (Green, 2009; Reddy and Flint, 2011). Ez valosziniileg akadalyozta
a mitokondridlis mozgast, funkciét, és ami még fontosabb, a mitokondridlis kalcium
pufferolast (Contreras és mtsai, 2010; Williams és mtsai, 2013), amely legalabb lokalisan
megOrizhetné az axonalis transzportot (Edwards, 2019). Ezen valtozasok koziil tobbet
megfigyeltek az AK-ban szenved6 emberekben is. A legtobb neurontipuson 1étrejott DN
az APPNUF egerekben, kolinerg, glutaméterg, dopaminerg, SOM+ és CB1R+ GABAerg
disztrofias boutonokat is megfigyeltiink. Azonban szamos, az el6rehaladt korral
Osszefliggd morfologiai valtozast észleltiink az azonos alombdl szarmazé, VT egerekben
IS, ilyen példaul a vakuolumok megjelenése, a rendellenes mielin elvaltozasok(szétesés,
felcsavarodas)a CA1 réteg lacunomsum-moleculare-ban, a gliozis; a disztrofias neuritek
és az amiloid plakkok teljesen hianyoztak a kontroll allatokbol. Azonban szamos
mitokondrium- és lizoszoma-felhalmozodas, axonalis duzzanat, fiirtés mitokondrium
csoportosuldssal, valamint disztrofias neuritek jellemzéen csak APPNNF  egerekben
talalhato.

Mivel az AP megnoveli a glutamat felszabadulasi valosziniiséget (Cummings és

mtsai, 2015; Medawar és mtsai, 2019) és ezaltal magasabb lesz a piramissejt-aktivitas, a
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haldzati hiperaktivitds szintén gyakori azoknal az embereknél, akik svéd vagy ibériai
familiaris AK mutacioval rendelkeznek (Palop and Mucke, 2016). A helyi gyulladasos
reakciokhoz kapcsolddo citokin-felszabadulas (Vezzani és Granata, 2005) eldsegitheti az
epileptiform jelenségek kialakulasat az AD betegekben a betegség korai szakaszaban
(Akiyama és mtsai, 2014; Friedman és mtsai, 2012; Vossel, 2017). A magasabb
piramissejt-aktivitas ugyanakkor homeosztatikus kompenzaciés mechanizmusokat is
indukalhat a helyi IN-okban (Palop és mtsai, 2007; De Strooper és Karran, 2016),
amelyek hatékonyan gatolhatjak a piramissejtek tiizelését. Megallapitottuk, hogy a PV
neuronok idedlisak lennének ehhez a feladathoz, mivel jobban ellenallnak az Ap-val
kapcsolatos kihivasoknak. Ezeknek a gyorsan tiizel6 IN-knak nagy a kalcium-puffer
kapacitasa (maga a parvalbumin hatékony kalciumkoto fehérje) (Eggermann és Jonas,
2012; Hu és mtsai, 2014b), és a mitokondrialis stiriségiik tipikusan magasabb, mint a
legtobb mas IN-nak (Gulyas és mtsai, 2006; Kageyama, 1982). Megallapitottuk, hogy a
plakkok koriil gazdagon megjelennek egészségesnek latszé PV-terminalisok, és PV-
pozitiv. DN-ket is nagyon ritkdn taldltunk. A PV IN siirlisége nem valtozott, és
szinapszisaik is pozitiv maradtak a GABAAa receptor alegységek tekintetében. Leirtuk azt
IS, hogy a PV-idegsejtek koriili perineuronalis halok épsége nem befolyasolodott a 18
hénapos APPNSF egerekben.

erdsségét. Mivel a szinaptikus er6sség és a teriilet szorosan korrelal (Holderith és mtsai,
2012), megbecsiiltiik azoknak az IN-oknak a szinaptikus teriileteit, amelyek gatoljak a
piramissejtek aktivitasat. Megallapitottuk, hogy a dendriteket célz6 SOM+ IN-o0k, a
széomat célzo6 PV-/CB1R+ kosarsejtek, PV+ kosarsejtek szinapszisainak mérete nem
valtozott. Ugyanakkor a kizardlag AlS-eket beidegzd, PV+ axo-axonikus sejtek altal
1étrehozott szinapszisok (Ganter és mtsai, 2004; Somogyi és mtsai, 1983) mintegy 35%-
kal, szignifikinsan nagyobbak voltak az APPN-F egerekben. Ezek az eredmények azt
sugalljak, hogy az APP talzott mértékii expressziojat mutatd mas AK modellek adataival
ellentétben, a tiszta amiloiddzis természetesebb fejlodése megkiméli a PV+ IN-ket még
viszonylag idés APPN-F egerekben is. Ezen kiviil a PV+ axo-axonikus sejtek hatékonyan
ellensulyozhatjdk az APPN-F egerek magasabb piramissejt-aktivitasat. Ezek az
eredmények azt is sugalljak, hogy a PV-idegsejtek tulélését eldsegité mechanizmusokat

ki lehetne hasznalni a jovobeni kezelésekben, mivel ezek a folyamatok mas sejtek
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tulélését is tamogathatjak, és segithetnek enyhiteni az AP-val kapcsolatos idegrendszeri
gyulladasos hatasokat.

Evtizedek 6ta a kolinerg kommunikacié dominans formajanak a nem szinaptikus
felszabadulast gondoltak (Descarries, Laurent, Gisinger, Victor, Steriade, 1997; Lendvai
and Vizi, 2008; Sarter és mtsaiés mtsai, 2012; Zoli és mtsaiés mtsai, 1999), amelyet
latszolag olyan vizsgélatok tdmasztottak ala, amelyek kevés szinapszist kolinerg rostokat
mutattak be. Kimutattak, hogy az el6éagyi kolinerg neuronok rendkiviil nagy sebességgel
¢és pontossaggal reagalnak a jutalomra és a biintetésre (Hangya és mtsaiés mtsai, 2015) és
hogy, a kolinerg sejtek figyelemre mélté pontossaggal, milliszekundumos idéskalan
szabalyozzak a kérgi informaciok feldolgozasat (Gritton és mtsaiés mtsai, 2015; Gu and
Yakel, 2011; Letzkus és mtsaiés mtsai, 2015; Mufioz and Rudy, 2014). Ezek az adatok
stirgették annak feliilvizsgalatat, hogy az acetilkolin felszabadulas és jelatvitel szinaptikus
vagy nem szinaptikus formaban torténik-e.

Kutatocsoportunk mar korabban bebizonyitotta, hogy a kolinerg rostok &altal
létrehozott szinapszisok expresszaljak a NL2 posztszinaptikus fehérjét (Takécs és mtsaiés
mtsai, 2013). Ez kozvetleniil kdlcsonhatasban van a gephyrinnel, a gatlo, posztszinaptikus
szerepet jatszanak a GABAA receptorok kihorgonyzasaban (Dong és mtsaiés mtsai, 2007;
Jedlicka és mtsaiés mtsai, 2011; Poulopoulos és mtsaiés mtsai, 2009). Az korabbrol mar
ismert volt, hogy a kolinerg terminalisok egy része 1étesit szinapszist, kutatocsoportunk
azonban azt bizonyitotta, hogy mindegyik terminalis szinapszist formal.

A hippokampuszban a kolinerg rostokon a szinapszisokat NL2 jeloléssel
azonositottuk €s rekonstrukci6 utan vizsgaltuk. Miutdn megbizonyosodtunk arrol, hogy
az 0sszes hippokampalis kolinerg terminalis a bazalis eléagy kolinerg sejtjeibdl ered, azt
talaltuk, hogy gyakorlatilag az Gsszes vizsgalt hippokampalis kolinerg termindlis egy
vagy tobb NL2-pozitiv szinapszist l1étesitett. A kolinerg axonok mentén a szinapszisok
azt talaltuk, hogy a NL2 és a gephyrin pozitiv kolinerg szinapszisok elsdsorban a
piramissejtek dendritjeit és a tiiskenyakakat idegzik be, valamint interneuron dendritjeit,
mig néhany esetben a posztszinaptikus célt nem tudtuk beazonositani.

Lokalizaltuk a posztszinaptikus GABAerg jelatvitel elemeit ezekben a

kapcsolatokban. Els6ként a gephyrint vizsgaltuk, mert az kapcsolatban van mind a
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GABAA receptorokkal, mind pedig a NL2-vel. Megallapitottuk, hogy a hippokampalis
kolinerg rostok szinapszisainak legalabb 81% -a tartalmaz gephyrint. Ezenkiviil azt
talaltuk, hogy ezen szinapszisoknak legalabb a 80%-andl GABAA receptor y2 alegység
jelolés volt lathatdé, amely mind a dendriteken, mind a tiiskenyakakon konnyen
kimutathaté volt. Ezutan lokalizaltuk a preszinaptikus GABAerg ¢és kolinerg jelatviteli
rendszer elemeit ezekben a terminalisokban. A hippokampuszban 1év6, szeptalis kolinerg
terminalisok expresszaltak a glutamat dekarboxilaz 65 (GAD65), GABA-szintetizald
enzimet is. Ezen tulmenden a kolinerg szepto-hippokampalis terminalisok legalabb 83%-
a VGAT+ volt, mig a szepto-hippokampalis kolinerg termindlisok 64% -dban volt
kimutathatdé a vAChT. Végiil kimutattuk, hogy a kolinerg terminalisok tartalmaznak
GABA-t.

Mivel a kolinerg rendszer sériilékenysége jol ismert AK esetén, megvizsgaltuk a MS
virussal jelolt ChAT-sejtjeinek axonalis arborizacidjat a hippokampuszban, amely nem
kiilonbdztott 22 hénapos VT és APPN-F egerekben. A tiiskéket vagy dendriteket
beidegez6 GABAA receptor y2 alegységet tartalmazé VAChT-tal jelolt kolinerg rostokban
nem taldltunk szignifikans valtozast a boutonok receptoralegység tartalmaban. Az
altalunk talalt eredményekhez hasonléan, masok sem talaltak szignifikans kiilonbségeket
a vad tipusu és a transzgénikus egerek kozott a kolinerg markerek aktivitasat vizsgalva
(Gau és mtsaiés mtsai, 2002). Valamint az APP human transzgénjének jelenléte mas
munkak szerint sem jarul hozza az eléagyi kolinerg neuronok sebezhetéségéhez (Wenk

¢és mtsaiés mtsai, 2004)
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VII. KOVETKEZTETESEK

A hippokampalis SOM+ és a PV+IN-k szdmaban nem talaltunk szignifikans
csokkenést.. Kisérleteink soran nem talaltunk hatast a szomatikus GABAerg ¢€s kolinerg
szinapszisok GABAAa receptor tartalmanak illetve szinaptikus rés szélességének
valtozasara a hippokampuszban.

Megallapitottuk azonban, hogy az amiloid felhalmozddasnak lokalis,
neurotoxikus, gyulladasos hatasa van, mivel a kozvetlen plakk kozelében, tipikus
mikroglidlis és asztroglialis reakciokat ¢s DN-eket figyeltiink meg. A mikroglidk ugy
tiinik, hogy hatékonyan képesek megakadalyozni az AP plakkok terjedését APPNEF
egerekben, mivel a DN képzddése viszonylag kis térfogatra korlatozodott a plakk
kozéppontja koriil. A DN-kben szabdlytalan mitokondriumokat, lizoszomalis
felhalmozodast, axonalis duzzanatot és klaszterezett mitokondriumokat talaltunk.

A legtobb neurontipuson létrejott DN az APPNSF egerekben, kolinerg,
glutamaterg, dopaminerg, SOM+ ¢és CBIR+ GABAerg disztrofids boutonokat is
megfigyeltiink. Szdmos mitokondrium- ¢és lizoszéma-felhalmozodas, axonalis duzzanat,
flirtds mitokondrium csoportosulassal, valamint disztr6fids neuritek jellemzden csak
APPNLF egerekben talalhatd.

Megallapitottuk, hogy a plakkok koriil gazdagon megjelennek egészségesnek
latsz6 PV-terminalisok, és PV-pozitiv DN-ket is nagyon ritkan talaltunk. A PV IN
stirisége nem valtozott, és szinapszisaik is pozitiv maradtak a GABAAa receptor
alegységek tekintetében. Leirtuk azt is, hogy a PV-idegsejtek koriili perineuronalis halok
épsége nem befolyasolodott a 18 honapos APPNLF egerekben.
erdsségét. Megallapitottuk, hogy a dendriteket célz6 SOM+ IN-ok, a szémat célz6 PV-
/CB1R+ kosarsejtek, PV+ kosarsejtek szinapszisainak mérete nem valtozott. Ugyanakkor
a kizarolag AIS-eket beidegzd, PV+ axo-axonikus sejtek altal 1étrehozott szinapszisok,
mintegy 35%-kal, szignifikansan nagyobbak voltak az APPN-F egerekben.

A hippokampuszban a kolinerg rostokon a szinapszisokat NL2 jeloléssel
azonositottuk €s rekonstrukci6 utan vizsgaltuk. Miutan megbizonyosodtunk arrol, hogy
az Osszes hippokampalis kolinerg terminalis a bazalis eldagy kolinerg sejtjeibdl ered, azt
talaltuk, hogy gyakorlatilag az 6sszes vizsgalt hippokampalis kolinerg termindlis egy

vagy tobb NL2-pozitiv szinapszist 1étesitett. A kolinerg axonok mentén a szinapszisok
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crer

azt talaltuk, hogy a NL2 és a gephyrin pozitiv kolinerg szinapszisok elsdsorban a
piramissejtek dendritjeit és a tliskenyakakat idegzik be, valamint interneuron dendritjeit,
mig néhany esetben a posztszinaptikus célt nem tudtuk beazonositani.

Lokalizéltuk a posztszinaptikus GABAerg jelatvitel elemeit ezekben a
kapcsolatokban. Megallapitottuk, hogy a hippokampalis kolinerg rostok szinapszisainak
legalabb 81% -a tartalmaz gephyrint. Ezenkiviil azt talaltuk, hogy ezen szinapszisoknak
legalabb a 80%-anal GABAA receptor y2 alegység jelolés volt lathatd, amely mind a
dendriteken, mind a tiiskenyakakon konnyen kimutathaté volt. Ezutan lokalizaltuk a
preszinaptikus GABAerg ¢és kolinerg jelatviteli rendszer elemeit ezekben a
terminalisokban. A hippokampuszban 1év6, szeptalis kolinerg terminalisok expresszaltak
a glutamat dekarboxilaz 65, GABA-szintetizal6é enzimet is. Ezen tilmenden a kolinerg
szepto-hippokampalis terminalisok legalabb 83%-a vGAT+ volt, mig a szepto-
hippokampadlis kolinerg termindlisok 64% -4dban volt kimutathaté a vAChT. Végiil
kimutattuk, hogy a kolinerg terminalisok tartalmaznak GABA-t.

Mivel a kolinerg rendszer sériilékenysége jol ismert AK esetén, megvizsgaltuk a
MS virussal jelolt ChAT-sejtjeinek axonalis arborizacidjat a hippokampuszban, amely
nem kiilonboztott 22 honapos VT és APPNSF egerekben. A tiiskéket vagy dendriteket
beidegez6 GABAA receptor y2 alegységet tartalmazo vAChT-tal jelolt kolinerg rostokban

nem talaltunk szignifikans valtozast a boutonok receptoralegység tartalméaban.
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VIII. OSSZEFOGLALAS

Az Alzheimer-kor egy olyan neurodegenerativ rendellenesség, amely a kognitiv
képességek csokkenésével majd teljes elvesztésével jarhat egyiitt, egyik jellemzdje az agy
kiilonb6z6 teriiletein megjelend amiloid-béta lerakodasok, amelyet az APP proteolizise
okoz. Mi ennek hatdsat vizsgaltuk egér modellben. APPNLF egerekben az APP gént
megvaltoztattak, mely igy két emberi familiaris AK mutaciot is tartalmaz, amelyeket - az
AK mas egérmodelleivel ellentétben - endogén egér APP promoter vezérel. BF-SEM
hasznalataval és 3D rekonstrukcié utdn, nem talaltunk valtozasokat a a hippokampalis
interneuronok esetében GABAa receptor pozitivitdisaban ¢és a hippocampalis
interneuronok szomatikus és dendritikus szinapszisainak méretében APPNSF és vad
tipusu egerek kozott. Szintén nem taldltunk eltéréseket a PV+ interneuronok koriil
elhelyezkedd perineuronalis halozat kifejezodésében, valamint a hippokampalis PV+
vagy SOM+ IN-ok stiriségben. A modellallatban kialakultak amiloid plakkok, amelyek
kortil disztrofias neuritek jelentek meg. A tobbi vizsgalt sejttipussal ellentétben, azonban
a PV IN-ok csak alkalmanként és enyhén voltak disztrofiasak az AB plakkok kortil, és az
axon kezdeti szegmenst célzd6 PV+ IN-ok szinapszisai jelentdsen megndvekedtek.
Eredményeink azt sugalljak, hogy a PV IN-ok nagyon ellenalldak az amiloiddzissal
szemben APPNSF egerekben és a hippocampalis piramissejtek amiloid altal kivaltott
ingerlékenység-novekedése kompenzalhato lehet a PV+ AlS-célzo sejtek altal. Azokat a
mechanizmusokat, amelyek a PV neuronokat ellenallobbakka teszik, ki lehetne hasznalni
az AK kezelésében.

Tovabba megmutattuk, hogy a hippokampusz kolinerg terminalisainak
mindegyikén szinapszisokon keresztiil torténik a jelatvitel rdadasul ezek hatékony
GABAerg szinapszisok is egyben. Mivel ezek adjak a kéreg egyik legsiiriibb és
legjelentGsebb szubkortikalis beidegzését, ezért eredményeink atirtak a hippokampalis
allapotok szabalyozasaval kapcsolatos eddigi tankonyvi adatokat és immar 1j modellek

1étrehozasat siirgetik.
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IX. SUMMARY

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder that can be associated
with decreased and then complete loss of cognitive abilities, characterized by amyloid-
beta deposits in various areas of the brain caused by proteolysis of APP. We investigated
the effect of this in a mouse model. In APPN-F mice, the APP gene has been altered, thus
containing two human familial AD mutations that, unlike other mouse models of AD, are
driven by the endogenous mouse APP promoter. Using BF-SEM and after 3D
reconstruction, we found no changes in GABAA receptor positivity in hippocampal
interneurons and in the size of somatic and dendritic synapses of hippocampal
interneurons between APPNSFand wild-type mice , and hippocampal PV + or SOM + INs
in density. Amyloid plagues formed in the model animal, around which dystrophic
neurites appeared. However, in contrast to the other cell types studied, PV INs were only
occasionally and mildly dystrophic around A plaques, and the synapses of PV + INs
targeting the initial axon segment were significantly increased. Our results suggest that
PV INs are highly resistant to amyloidosis in APPN“F mice and that the amyloid-induced
increase in hippocampal pyramidal cells may be compensated for by PV + AlS-targeting
cells. The mechanisms that make PV neurons more resistant could be exploited in the
treatment of AK.

Furthermore, we have shown that each of the cholinergic terminals of the
hippocampus transmits signals through synapses, and these are also efficient GABAergic
synapses. Because they provide one of the densest and most significant subcortical
innervations in the cortex, our results rewrote previous textbook data on the regulation of

hippocampal conditions and now urge the creation of new models.
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