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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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BDA
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CCK
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DAB
DABNi
GABA
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HIPP
HS
IPSC
1S-1(2,3)
I-m

luc
MGIluR1a
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MOPP
MS-DB
NPY
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PHAL
PV

pyr

avidin és biotinilalt tormaperoxidaz komplexe
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biotinildt dextran amin

bovine serum albumin (marha szérum albumin)
cornu ammonis (ammonszarv) 1 (2,3)-esrégidja
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cholecystokinin
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3,3 -diaminobenzidin és nikkel komplexe
gamma-aminova sav

granulosum

hilaris perforans palya-asszocialt (sgjt)

hi ppocampo-septalis

gatl 6 posztszinaptikus aram

1-es (2-es, 3-as) tipusll interneuron-szel ektiv (sejt)
lacunosum-moleculare

lucidum

metabotrop glutamatreceptor 1 a tipusa

moleculare

molekuléris rétegben tala hatd perforans palya-asszocialt (sgjt)

amedialis septum és a Broca-féle diagondlis koteg komplexuma

neuropeptid Y

oriens- lacunosum-moleculare (sgjt)
oriens

foszfat puffer (0,1 M; pH 7,4)
Phaseolus vulgaris leucoaggl utinin
parval bumin

pyramidale
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radiatum

stratum (réteg)

standard deviation, standard széras

stratum (réteg)

Tris puffer (0,05 M; pH 7,6)

Tris-pufferelt fiziol 6gias sooldat (0,05 M; pH 7,4)
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2. BEVEZETES

A hippocampalis formatio a limbikus rendszer részét képezé agykeérgi terllet,
amelynek két legfontosabb feladata az epizédikus memodrianyomok |étrehozésa
(Scoville és Milner, 1957) és a térbeli térképezés (O'Keefe és Nadel, 1978). Més
agykérgi teriiletekkel  Osszehasonlitva  viszonylag egyszeriibb felépitésének
koszonhetéen az egyik legidedlisabb agytertlet a struktira és funkcid kozotti viszonyok,
torvényszerliségek vizsgalatara. Ahhoz azonban, hogy ezeket az Osszefliggéseket
megérthessiik az anatdbmai sgjatsagok miné részletesebb, kvantitativ ismeretére van
szilkség. Doktori munk&m sorén a hippocampalis formatio principdis sgjtjeinek és
interneuronjainak kapcsolatrendszerét tanulmanyoztam kvantitativ. neuroanatomiai
modszerekkel. Részt vettem annak a kérdésnek a vizsgaataban, hogy a hippocampus
CA1l régidjaba érkez6 f6 serkentd palydk mekkora arényban idegeznek be
piramissgjteket és interneuronokat. Emellett meghatédroztam egy hippocampalis
GABAerg sgttipus, a hippocampo-septalis (HS) sejtek szinaptikus kapcsolatainak

kvantititv jellemzait.

2.1. A hippocampalis formatio funkcioi

A hippocampalis formatio 0si, archicorticalis eredli agykérgi teriilet, amely tobb
alapvet6é kognitiv feladatban részt vesz (Acsédy és Kali, 2003). Amnézias betegek
vizsgdlata vil&gitott ra né kil 6zhetetlen szerepére a memoriafolyamatokban (Scoville és
Milner, 1957). A tertlet 1ézigja esetén a betegek anterograd-, és retrograd amnézidban
szenvednek, amely elsésorban az epizodikus memoriét (személyes emlékek felidézése)
érinti. A betegek a 1€zio el6tt tortént események egy részére jol emlékeznek, ami azt
jelenti, hogy ezek az emlékek feltehetdleg mar mas agykérgi teriileteken tarolodnak és a
hippocampussztol fiiggetlentil is eléhivhatoak. Ezeken az emléknyomokon mar
lgjatszodott az Un. memoriakonszolidacié folyamata, amelyhez feltehetéleg a
hippocampusban kiaakult aktivitdsmintazatok tobbszori Ujraaktivalodasa szilkséges
(McClélland és mtsai, 1995).

Az 1970-es években O'Keefe és Nadel szabadon mozg6é patkanyok
hippocampusab0l egy-sejt aktivitast elvezetve olyan sejteket taldtak, amelyek az dlat
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rendelkezésre dlo terllet egy korllhatarolhatd részén jéva nagyobb frekvenciaval
tuzeltek, mint méshol (O’ Keefe és Nadel, 1978). A késbbbi kiséreletek soran kidertilt,
hogy ezeknek az un. helysgteknek a tlzelési frekvenciga, illetve a kisilések
hippocampalis theta oszcillaciéhoz valé viszonya egyarant résztvesz az alat pontos
térbeli helyzetének kddolasaban (O'Keefe és Recce, 1993; Huxter és mtsai, 2003).
Térbeli modulé&cidt mutatd sejteket azta més agyterlleteken is tadltak (pl. az
entorhinalis kéregben: Fyhn és mtsai, 2004), de mindezek alapjan a hippocampus
fontos szerepet tolt be atgekozddasban is.

Az emlitett feladatokkal Osszefliggésben a hippocampus részt vesz a kiilonb6z6
modalitasll ingerek egymaéshoz térsitasdban, az Osszetett reprezentaciok egyedi
kodolasdban (Murray és Mishkin, 1984).

2.2. A hippocampalis formatio szerkezete és kapcsolatrendszere

2.2.1. A hippocampalisformatio rétegel és sejttipusai

A hippocampalis formatio jellegzetes laminaris szerkezetet mutat, amit a
principdis sejtek dendritfanak egyméssal parhuzamos elrendez6dése valamint az
afferens és efferens palyak kiilonbozo rétegekbe szervezédése eredményez (1. abra).
Idegsejtjeinek tobbsége glutaméterg principais sejt (~90%), kisebb része pedig
GABAerg interneuron (~10%; Woodson és mtsai, 1989). Az alabbiakban a régcsal ok
hippocampalis formatiojanak szerkezetét ismertetem, mivel a kiilonboz6 idegsejtek
kapcsol atrendszerét patkanyok hippocampusaban tanulmanyoztuk.

A hippocampalis formatio részei a keresztmetszetben két egymésba fordul 6 ,,U”
alakot képez6 gyrus dentatus és ammonszarv. A gyrus dentatus principdlis sejtjel a
szemcsesgitek (1.C &bra), amelyek szdmga a szemcsesgjtrétegbe [stratum (str.)
granulosum] témordl, dendritjei pedig a molekuléaris rétegben (str. moleculare) agaznak
szét. A szoéma masik polusan kilépé axonok a hilus nevii teriileten athaladva jutnak a
hippocampus CA3 teriiletére.

A hippocampus proper vagy ammonszarv (cornu Ammonis) terlletét
citoarchitektonikus szerkezete és a kapcsolatrendszere aapjan Lorente de No

longitudindlisan egymas mellett elhelyezked6 régidkra osztotta (a gyrus dentatus felSl
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str. luc.

str. rad.

1. Abra. A hippocampalis formatio réteges szerkezete és principalis sejtjei

A: A hippocampus és a gyrus dentatus rétegei patkanyban. A kiilonbozo principalis
sejteket BDA-mikroinjekcioval jeloltiik meg. B: CAIl piramissejtek. C: Szemcsesejtek a
gyrus dentatusban. A nyilhegy egy szemcsesejt axon eredés pontjara mutat. D: EQy
CA3 piramissejt komplex tiiskéi a str. lucidumban (nyilhegyek). E: Egy szemcsesejt nagy
mohatermindlisa (csillag), és az abbol kiagazo filopodialis nyulvanyok kisebb
termindlisokkal (nyilhegyek). F: Egy CA3 piramissejt axonkollaterélisa kis boutonokkal
(nyilhegyek). Roviditések: GD: gyrus dentatus, str. gr.: stratum granulosum, str. [-m:
stratum lacunosum-moleculare, str. luc.: stratum lucidum, str. mol.: str. moleculare, str.
ori.: stratum oriens, str. pyr.: stratum pyramidale, str. rad.: stratum radiatum. Skalak:
A: 200 um, B és C: 50 um, D: 10 um, E és F: 5 um.

Forras: nem publikalt sajat abra.

10
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haladva: CA3, CA2, CAl; Lorente de No, 1934). Az ammonszarv principdlis sgitjei a
piramissgjtek (1.B dbra), amelyek szomga a str. pyramidaléba rendezddik, dendritfaja
pedig két részre kiiloniil: a basalis dendritek a str. oriensben agaznak sugarszeriien sz&t,
mig aszoOmamasik polusan kilép6 vastag proximalis dendrit, és az ebbdl ferdén kidgazo
vékonyabb dendritek a str. radiatumban, az apicalis dendritfa distalis része pedig az e
felett taldhatd lacunosum-moleculare rétegben helyezkedik €. Az ammonszarv
oldalkamrakkal hataros kiils6 (legalsé) rétegét az alveus nevii rostkoteg képezi, amely

foként afferens és efferens myelinizalt axonokbdl al.

2.2.2. A hippocampalis formatio és az entor hinalis kéreg kapcsolata

A hippocampalis formatio f6 serkenté bemenete az entorhinalis kéregb6l érkezo
perforans pdlya. Az entorhinalis kéreg a tempordis lebeny része, amely , interface’
szerepet tOlt be a hippocampus és a neocortex kozott: Elsésorban a kiilonb6zo
multimodalis asszociacios kéregrészekbdl érkez6 informaciot dolgozza fel és tovabbitja
a hippocampus formatio felé, mad az itt kiaakitott memodrianyomok a
memoériakonszolidacié soran szintén az entorhinalis kérgen keresztil kerlilhetnek a
neocortexbe hosszabb tavu tarolas céljara (Amara és Lavenex, 2006). A perforans
payanak tobb anatdmiailag és funkciondlisan egyarant elkiiloniilé komponense van,
amelyek az entorhinalis kéreg jol korUlhatarolhat6 tertleteirél és rétegeibél erednek
(van Strien és mtsai, 2009). Az entorhinalis kéreg Il. rétegében 1évo tiiskés
csillagsejtektél ered6 palya a gyrus dentatus molekularis rétegének kiilsé
kétharmadaban és a CA3 régio lacunosum-moleculare rétegében végzodik. A 1. rétegi
piramissgitek axonjai az Un. temporo-ammonicus paya képezve a CA1 régidt és a
subiculumot idegezik be (Steward és Scoville, 1976). A hippocampus CA1 régigjdban
és a subiculumban talahaté piramissgitek visszavetitenek az entorhinalis kéreg mélyebb
rétegeibe, reciprok kapcsolatot teremtve a két agyterllet kozott (Amaral és Lavenex,
2006).

11
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2.2.3. A gyrusdentatus ésa CA3 régio kapcsolatrendszere

A hippocampalis formatio terlletén az informacidoaramlas alapvetéen egyiranyu,
a gyrus dentatus feldl a CA1 felé halad (Amaral és Lavenex, 2006). A gyrus dentatus
szemcsesejtjei elsésorban a CA3 régio piramissejtjeit €s interneuronjait idegezik be
megtalalhato rétegben végz6dé un. moharostok. Harom kiilonb6z6 tipust termindlist
lehet rajtuk megfigyelni: orias méreti moharostterminalisokat, amelyek akar 10 pm
atmérojiek is lehetnek, joval kisebb méretii, 0,5- 2 pm atméréjii en passant boutonokat
és filopodialis nyulvanyokon iilé terminalisokat (1.E &bra; Ramon y Cagal, 1911;
Acsady és mtsai, 1998). Egy szemcsesgjt 6rids mohatermindlisainak szdma 10-18 db a
CA3 régio tertletén, és ezek mindegyike egy-egy CA3 piramissejtet idegez be, 30-40
szingpszist |étesitve a sejt proximalis dendritjein 16 disan elagazé un. komplex
tlskékkel (1.D abra; Blackstad és Kjaerheim, 1961; Chicurd és Harris, 1992). Joval
tobb kisméretii bouton van, amelyek kizarolag interneuronokat innervalnak, atalaban
egy-egy szinapszist forméva velik (1.E abra; Acsady és mtsai, 1998). Ez a halozati
elrendez6dés azt eredmeényezi, hogy a szemcsesgjtek nagy precizitdssal képesek
tovabbitani az informéciét a posztszinaptikus piramissejteknek (Henze és mtsai, 2002;
Acsady és Kdli, 2007). A szemcsesegjtek a CA3 régié neuronjai mellett beidegzik a
hilusban taldhat6 glutamaterg mohasejteket és GABAerg interneuronokat is. A
mohasgjtek visszavetitenek a gyrus dentatusba, ahol a molekularis rétegben a
szemcsesgjtek dendrittiiskéivel szinaptizalnak (Amaral és Lavenex, 2006).

A CA3 piramissgtek rendkivil Kiterjedt, szinte a teljes hippocampust behd 6z
(6sszességében akar fél méter hosszll) axonfaval rendelkeznek (Sik és mtsai, 1993;
Wittner és mtsai, 2007), amely tobb tizezer tovabbi piramissgjttel forma szinaptikus
kapcsolatot kisméretli boutonjaival (1.F é&bra). A CA3 piramissejtek egyfeldl nagy
szamu lokdis rekurrens kapcsolatot |étesitenek tovébbi CA3  piramissejtekkel,
megalkotva a memoriafolyamatokban nagy jelentdségli auto-asszociécios haozatot,
masrészt Schaffer kollaterdlisaikkal a CA1 radiatum és oriens rétegeibe vetitenek
(Schaffer, 1892), ahol a str. radiatum és oriens teriiletén a serkenté bemenetek tilnyomo

tobbségét adjak (Amaral és Witter, 1989).
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2.2.4. A CAlrégio kapcsolatrendszere

A CA1l piramissgitek lacunosum-moleculare rétegben taldhatdé distais
dendritjeit a az entorhinalis kéreg 111. rétegének piramissgtjel innervajak. A CA1 régio
proximalis részére (a CA2 mellett taldhato tertilet) a medialis entorhinalis kéreg vetit,
mig adistalis CA1 tertletére (a subiculum melletti rész) alateralis entorhinalis kéregbdl
érkeznek rostok (Steward, 1976; van Strien és mtsai, 2009). Ennek funkciondis
jelentdsége lehet, ugyanis pl. atérbeli helyzettol fiiggo tiizelést mutatod sejtek elsésorban
a medialis entorhinalis kéregben fordulnak el6 (Sargolini és mtsai, 2006). Az
entorhinalis rostok két kiilonboz6 utvonalon érik € a CA1 str. lacunosum-moleculare-t:
A legtobb rost a subiculumon keresztll érkezik a CA1 lacunosum-moleculare rétegébe,
mig kisebb szamu axon az alveuson keresztil haladva jut € a CA1 régidig (avearis
paya), ahol éles kanyart vesz, majd radidlisan athalad az oriens, pyramidale és radiatum
rétegeken és csatlakozik a tébbi entohinalis rosthoz a str. lacunosum-moleculare-ban
(Déller és mtsai, 1996). A str. radiatumban az apicalis dendritb6l kidgazé vékonyabb
dendritek és a str. oriensben |évé basalis dendritek f6 bemenetét a CA3 piramissejtektol
eredé Schaffer kollaterdlisok rendszere adja (Amaral és Witter, 1989). A szinapszisok
szama adapjan a Schaffer kollaterdlisok lehetnek a CA1 piramissegjtek legjelentésebb
bemenetel, hiszen a CA1 piramissegjtek ~30 000 glutaméterg bemenetének kb. 94%-a a
str. oriens és radiatum terlletén taldhatd, mig a maradék 6%-uk érkezik csak a str.
lacunosum-moleculare-ba (Megias és mtsai, 2001). Az entorhinalis kérgi sejtek
alapaktivitasa viszont jova magasabb a CA3 piramissgtekénd (Sargolini és mtsai,
2006; Leutgeb és mtsai, 2007), igy a pdlya CA1 piramissgtekre gyakorolt hatédsa akér
jelentésebb is lehet (Ahmed és Mehta, 2009). Mindkét palya |€zija esetén megmarad a
CA1 régio helysgtjeinek aktivitasa (Brun és mtsai, 2002, 2008; Nakashiba és mtsai,
2008), de tuzelés tulgdonsagaik vatoznak (a tluzelés diffuzabba valik, a helymez6
nagyobb lesz), igy a helymez6 kialakulasa a két bemenet egyiittmiik6désének
eredmeénye lehet. Ennek hatterében valdsziniileg az all, hogy az perforans palya altal
kivaltott dendritikus spike-ok a veliik egyidejlileg aktiv Schaffer kollateralisok kapuzo
hatasanak koOszonhetéen juthatnak €l a szomaig, ahol akar akciés potencidt is
kivalthatnak (Ahmed és Mehta, 2009).
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A ké&t fenn emlitett pdlya mellett a CA1 régié glutaméaterg bemenetet kaphat a
thalamus reuniens magjabol, amely a str. lacunosum-moleculare-ba vetit (Wouterlood
€s mtsai, 1990), a perirhinalis kéregb6l (Naber és mtsai, 1999) és az amygdalabdl is
(Pikkarainen és mtsai, 1999). Nemrégiben a medialis septumban és a medialis raphe
magvakban is kimutattak a CA1 régidba vetité glutamaterg sejteket (Colom és mtsai,
2005; Varga és mtsai, 2009; Huh és mtsai, 2010). A CA1l régi6 glutaméterg
bemeneteinek tobbségét add Schaffer kollaterdlisok és entorhinalis rostok a
piramissgitek mellett GABAerg interneuronokat is beidegeznek (Desmond és mtsai,
1994; Kiss és mtsai, 1996; Wittner és mtsai, 2006). Ennek kdszonhetéen aktivaciéjuk
diszinaptikus feed-forward (elérecsatold) gatlast is kivalt, amelynek nékilbzhetetlen
szerepe van hdldzati aktivités szabdyozasaban (Buzsaki, 1984; Pouille és Scanziani,
2001; Ferrante és mtsai, 2009; Pouille és mtsai, 2009). A CA3 piramissejtekkel
ellentétben a CA1 piramissegjtek csak kisméretii lokalis axonrendszerrel rendelkeznek
(Knowles és Schwartzkroin, 1981b; Tamamaki és mtsai, 1987; Tamamaki és Nojyo,
1990), de egy sor egyéb kérgi és subcorticalis tertiletre vetitenek, igy a hippocampus 6
kimenetéért felelések (Cenquizca és Swanson, 2006, 2007). Kevés lokdis
axonkollaterdlisuk az alveus és a str. oriens hatardan fut, ahol piramissgjteket és
interneuronokat is beidegez (Buhl és mtsai, 1994; Deuchars és Thomson, 1996).
Utobbiak a felelések a CA1 piramissejtek ingerlés soran bekovetkezé erés feed-back
(visszacsatol0) gatlasaert (Andersen és mtsai, 1963). Meglepé6 moédon, in vitro
szeletprepardtumban  tobb  sejtbdl  torténd  elvezetés soran preszinaptikus CA1
piramissejtek posztszinaptikus célsgtjei kozott sokkal nagyobb aranyban taldtak
interneuronokat mint lokalis piramissejteket az utdbbiak egy nagysagrenddel nagyobb
szama ellenére (Knowles és Schwartzkroin, 1981a; Lacaille és mtsai, 1987; Deuchars és
Thomson, 1996). Ez jelezheti azt, hogy a CA1 piramissgitek axonjai preferencidisan
interneuronokat idegeznek be. A CA1 piramissejt rostok keskeny végzddési teriiletén a
str. oriens és alveus hatéran valdban sok olyan interneuron talalhaté, amely ebben a két
rétegben hlizodo horizontalis dendritekkel rendelkezik (Maccaferri, 2005), €s bemenetei
tobbsegét szelektiv |ézids kisérlet szerint a CA1 piramissejtektdl kapja (Blasco-1baniez
és Freund, 1995). A CAL1 régio intenziv kutatdsa ellenére korabban nem volt ismert
pontos adat az ide érkezd kiillonbozd glutamaterg palyak és a lokalis piramissejt axonok

interneuronokat és piramissejteket beidegz6 szinapszisainak aranyarol.

14



DOI:10.14753/SE.2012.1768

2.3. A hippocampus interneuronjal

A fenn roviden bemutatott sejthal 6zatban valtozatos morfol0gigu és viselkedésii
interneuronok is vannak, amelyeket igen fontos szerepliek a halézati mikodés
szabdyozésaban, a kulonbozé hippocampalis aktivitasmintazatok —kial akitésaban.
Ramon y Cga és Lorente de No munkga nyoman valt ismerté ennek a sejtcsoportnak a
morfolégiai  sokfélesege, amely megalapozza a kiilonboz6  tipusok  eltérd
kapcsolatrendszerét és funkcigjadt (Ramon y Cajal, 1911; Lorente de No, 1934). Ma az
interneuronok osztalyozasa figyelelmbe veszi a csoportokra jellemz6 elektrofiziol ogiai
tulajdonsagokat és neurokémiai jellemzoket is (Freund és Buzsaki, 1996). A leguljabb
klasszifikécid csak a CAL terlletén 21 kiilonb6z6 tipust interneuront tart szamon
(Klausberger és Somogyi, 2008; Somogyi, 2010), amelyek mind-mind kilénfée
szerepre specializalodtak a hippocampus mitkodésében. A kovetkezd részben azokat a
hippocampalis interneuronokat mutatom be roviden, amelyek a dolgozatban késébb

emlitésre kertilnek.

2.3.1. A periszomatikus régiot beidegzé inter neur onok

Ebbe a csoportba tartoznak a parvalbumin tartalmd axo-axonikus sgjtek,
amelyek a piramissgjtek axon inicialis szegmentumat idegezik be (2. dbra; Somogyi és
mtsai, 1983), valamint a szomat és a proximalis dendriteket innervald parvalbumin-
(Kawaguchi és Hama, 1987; Kosaka és mtsai, 1987), és CCK-tartalmu kosérsegjtek
(Kosaka és mtsai, 1985).

A két kosarsgit populacio jellegzetes fizioldgiai, morfologiai és neurokémiai
kUl 6nbségeket mutat, amelyek megal apozzak eltéré funkciondlis jelentoségiiket (Freund
és Katona, 2007).

2.3.2. A dendritikusrégiot innervald inter neur onok

A kovetkez6 heterogén csoportba vatozatos sejttipusok tartoznak, amelyek
kozos jellemzdje, hogy elsésorban a piramissejtek dendritjeit idegezik be (Klausberger,

2009). Tobbségik axonfga tulnyomo részben egy adott glutamaterg palya végzédési
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terlletén helyezkedik €, igy specifikusan ennek a palyanak a bemeneteit szabalyozza a
posztszinaptikus piramissejteken (2. &ora).

Az O-LM sgjtek (oriens-lacunosum-moleculare, 2. dbra) dendritfgja horizontdlis
elrendez6désben a str. oriensben talalhato a CA1 teriiletén (McBain és mtsai, 1994;
Maccaferri és McBain, 1995; Sik és mtsai, 1995), mig a CA3-ban a str. radiatumban is
el6fordulhat (Gulyds és mtsai, 1993). Ez arra utal, hogy glutamaterg bemeneteit
mindkét terlleten tilinyomorészt a lokalis piramissejtektdl kapja, ami a CA1 terlletén
kozvetve bizonyitast is nyert (Blasco-lbafiez és Freund, 1995). Axonfguk az
entorhinalis rostok végzddési teriiletén, a str. lacunosum moleculare-ban arborizal, ahol
adistalis piramissejt dendriteket idegezi be (Katona és mtsai, 1999; Maccaferri és mtsai,
2000). Jellemz6 markereik a somatostatin (Naus és mtsai, 1988), az mGluR1a receptor
(Baude és mtsai, 1993), és kis mennyiségben parvalbumint is tartalmaznak (Klausberger
és mtsai, 2003). A gyrus dentatusban funkciondisan ennek a sejttipusnak feleltethet6
meg a HIPP sejt (hilaris perforans pélya-asszociélt, 2. abra), amely dendritfga a
hilusban, a szemcsesejtek lokalis rostjaival egy rétegben helyezkedik el, axonjaival
pedig a szemcsesgjtek dendritjeit idegezi be a molekularis réteg kiilsé kétharmadéban,
vagyis a perforans pélya végz6dési teriiletén (Halasy és Somogyi, 1993; Han és mtsai,
1993).

A 1 2 3 2 5 2. Abra. A hippocampalis interneuronok
-9 morfofunkcionélis sokféesége
l A: Jellegzetes hippocampalis interneuronok

sematikus illusztracioja. A kiilonbozo tipusu
interneuronok (kiilonbozo szinekkel jelolve)
dendritjei (szines vonalak) és szomai (kérok)

-8 kiilonbozo rétegekben helyezkedhetnek el, igy

szinaptikus  bemeneteik  kozott  mds-mas
palydk  domindlhatnak.  Axonjaik  szintén
kiilonbozé  teriileteken  arborizdlhatnak
(atlatszo szines téglalapok), igy a principalis
sejtek (sziirke) mds-mas részeit

innervalhatjak. A bistratified sejtek (1) a str.
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oriens és str. radiatum dendritikus rétegeket idegezik be, és elkeriilik a periszomatikus
régiot. A kosarsejtek (2) a principalis sejtek szomdjat és proximalis dendritjeit
innervaljak. Az axo-axonikus sejtek (3) a principalis sejtek axon inicialis
szegmentumaval |étesitenek szinaptikus kapcsolatot. Az O-LM- (4, az ammonszarv
teriiletén), és HIPP (a gyrus dentatusban) sejtek a distalis dendriteket idegezik be,
horizontalis dendritfajuk pedig a lokalis principalis sejtek axondgaival azonos rétegben
taldalhato (a CAI teriiletén a str. oriensben, a gyrus dentatusban a hilusban). A MOPP
sejtek (5) szintén a szemcsesgjtek distalis dendritjeit idegezik be a molekularis rétegben,
de dendritjeik is ezen a terUleten taldlhatok. B: A fenn vazlatosan abrazolt sejttipusok
egy-egy képviseldjének elhelyezkedése a hippocampalis formatioban. A fentivel azonos
Szinben, sotétebb arnyalatban lathato a dendritfa, vilagosabb arnyalatban pedig az
axonfa. A narancssarga sejt egy HIPP sejt, ami a CAl teriiletén lévo O-LM sejttel (kék)
azonos funkciot tolt be a gyrus dentatusban.

Forras: http://www.scholarpedia.org/article/Interneurons, Dr. Nyiri Gabor abrdja.

A neurogliaform sgtek gliasejtére emlékeztetd, kis kiterjedésti, de siri
dendritfja az axonféval egyltt a lacunosum-moleculare és radiatum rétegben
helyezkedik el (Khazipov és mtsai, 1995; Vida és mtsai, 1998; Price és mtsai, 2005).
Ezek az axonok rendkiviil strti halozatot képeznek, és féleg nem-szinaptikus

boutonokat hordoznak (Vida és mtsai, 1998).

2.3.3. Projekciésinter neur onok

Ebbe a kategéridba olyan GABAerg sgtek tartoznak, amelyek nem szigoru
értelemben vett interneuronok, ugyanis lokalis axonagaik mellett olyan vastagabb
rostokkal is rendelkeznek, amelyek elhagyjak az adott alrégiot, és a hippocampalis
formatio més részeire és/vagy tavolabbi agyterlletekre is vetitenek. Tévoli kapcsolataik
révén fontos szerepiik lehet a kiilonbozd funkciondlisan Osszetartozd agyteriiletek
aktivitasanak 0Osszehangolésdban (Jinno, 2009). Az aabbiakban Jinno és mitsa
terminolégiga haszndlom (2007), amely szerint a retrohippocampalis tertletek
elnevezés a hippocampalis formatioval funkciondlisan szorosan 6sszetartozo, attol
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caudalisan elhelyezkedd agyteriileteket (subiculum, presubiculum, parasubiculum,
entorhinalis kéreg) valamint az indusium griseumot és retrosplenialis kérget takarja

Az Un. radiatum-retrohippocampalis sejtek a radiatum és lacunosum-moleculare
rétegekben taldhatok, kevés lokalis axonkollaterdisukkal egyltt, és beidegzik a
subiculum, presubiculum, retrospenialis kéreg valamint az indusium griseum teriletét
(Jinno és mtsai, 2007; Miyashita és Rockland, 2007). Legaldbb négy kiilonb6z6 tipust
tavoli teriiletre vetitd €shorizontalis dendritekkel rendelkez6 interneuront irtak lea CAl
str. oriensben: A trilaminaris sejitek a CA1 harom rétege mellett (oriens, pyramidale és
radiatum) a subiculumba is vetitenek (Sik és mtsai, 1995; Ferraguti és mtsai, 2005). A
CAaS terliletére és a gyrus dentatusba vetitenek vissza a back-projection sgjtek (Sik és
mtsai, 1994). Az oriensretrohippocampalis segitek a subiculumba és mas
retrohippocampalis terlletekre vetitenek (Jinno és mtsai, 2007). A hippocampo-septalis
sgjtek a medialis septumba projicidlnak, illetve a subiculumot és a CA3 terlletét is
beidegezhetik. Utdbbi sgjttipusrdl -amely vizsgalatunk f6 targya volt- a bevezetés utolsd

fejezetében lesz bévebben sz0.

2.3.4. Interneuron-szelektiv sgjtek

Az eddig ismertetett interneuronok axonvégzddései a kiilonbozd célsejtek
eléfordulasi valoszintiségének megfelelden tUlnyomorészt piramissejteket idegeznek be,
és sokkal ritkabban létesitenek szinapszist interneuronokkal. Ezzel szemben az
interneuron-szel ektiv sejtek specifikusan interneuronokat innervanak. Legadbob harom
tipusuk el6fordul a hippocampusban (1S-1-3; 1-3 tipust interneuron szelektiv sgt),
amelyeket jellegzetes réteg- és posztszinaptikus sgjt-szel ektivitasuk, elhelyezkedésik és
neurokémiai marker tartalmuk alapjan hataroztak meg (Freund és Buzsdki, 1996).
Cdretinint és/vagy vazokativ intestinalis polipeptidet (VIP) tartalmaznak, és axo-
dendritikus valamint dendro-dendritikus kapcsolatokkal hél 6zatot képeznek egymaésssal
(Gulyés és mtsai, 1996). A harom tipus kozul VIP-t és caretinint egyarant kifejez6 1S3
sejteket emlitem a dolgozatban, amelyek szomga a radiatum- vagy a pyramidale
rétegben taldhaté (Acsady és mtsai, 1996). Bipolaris dendritfguk a str. lacunosum-
moleculare-ban a leginkabb kiterjedt, igy f6 bemenetiiket az entorhinalis kéreg adhatja.
Axonkollaterdlisaik a str. oriens és alveus hataran futnak, ahol mGIuR1 és calbindin-
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pozitiv sejteket idegeznek be, igy f6 célelemeik az itt 1évo horizontalis sejtek (kOztik az
O-LM sgjtek) lehetnek (Acsady és mtsai, 1996; Ferraguti és mtsai, 2004).

2.4. Kiilonb6z6 interneuron-tipusok eltéré bemeneti tulajdonsagai

A hippocampus réteges szerkezetének koszonhetéen egy adott interneuron
szinaptikus bemeneteinek eredetét elsGsorban a sejt szomajanak és dendritfajanak
dhelyezkedése hatarozza meg (2. dbra; Freund és Buzsdki, 1996; Somogyi és
Klausberger, 2005). Ez azonban nem kizar6lagos érvényii, hiszen tobb hippocampalis
bemenet célsgt-szelektiv; bizonyos tipusl sejteket szelektiven beidegez, mig masokat
elkertl. A CA3 piramissgjtek rostjairdl példaul kimutattak, hogy az el6fordulasi
valOszinliségiikhoz képest alacsony aranyban idegezik be a tliskés, mGluR 1a-pozitiv
interneuronokat (Wittner és mtsai, 2006). Erés szelektivitast mutatnak a medialis raphe-
bél érkez6 szerotonerg rostok is, amelyek mig mind a calbindin-, a CCK- vagy a NPY -
tartalmd interneuronokat innervaljak, nem létesitenek szinaptikus kapcsolatot a
parvalbumin-pozitiv sejtekkel (Freund és mtsai, 1990; Miettinen és Freund, 1992a, b).
A hippocampalis interneuronok egymast is szelektiven idegezhetik be, gyakran
preferdva az azonos tipusi sgjteket (Fukuda és mtsai, 1996; Gulyas és mtsai, 1996;
Acsady és mtsai, 2000b). A bemeneti tulgjdonsagokban a dendritek morfoldgiga is
eredményezhet kilonbségeket: bizonyos interneuronok tiiskékkel rendelkeznek, amely
nagymértékben megnovelheti a szinaptikus bementek fogadasara rendelkezésre alo
fellletet (Gulyas és mtsai, 1992).

1. Tablazat. A kiilonbozo sejtcsoportok bemeneti tulajdonsdagai a CAl régioban
Forrds: Gulyads és mtsai, 1999, Megias ésmtsai, 2001; Matyas és mtsai, 2004.

Sejttipus Dendritfa Osszes GABAerg

hossza (um) bemenet bemenetek
szama aranya (%)

Piramissqjt 12000 31700 5,3

PV -pozitiv interneuron 4300 16300 6,4

CCK és VIP-pozitiv kosarsejit 6300 8200 35,9

CB-pozitiv interneuron 3400 3800 29,4

CR-pozitiv interneuron 2500 2200 20,7

CB: calbindin, CCK: cholecystokinin CR: calretinin, PV: parvalbumin, VIP:
vazoaktiv intestinalis polipeptid.

19



DOI:10.14753/SE.2012.1768

3. Abra. A kiilonbozd tipusii interneuronok eltéré bemeneti tulajdonsdgai

A kiilonbozo kalcium-kéto feheérjét (parvalbumin: PV, calbindin: CB és calretinin: CR)
tartalmazo  hippocampalis interneuronok dendritjeire (sarga) eltéerd striiségben
érkeznek a GABA-negativ (zéld) és GABA-pozitiv (piros) bemenetek. A parvalbumin-
pozitiv dendrit felszinét stirtin beboritjak a vele szinaptizalo boutonok, mig a masik ket
tipus ugyanolyan hosszusdagu dendritszakaszra joval kevesebb bemenetet kap. A GABA-
pozitiv bemenetek ardnya a GABA-negativ terminalisokéhoz képest a calbindin, és
calretinin tartalmd dendriteken magasabb, mint a parvalbumin-tartalmd dendriten.
Skala: 1 um.

Forras: Gulyas és mtsai, 1999, modositva.

A fentiekb6l kovetkezhet az a Gulyas és mtsai altal felfedezett jelenség, hogy
kiilonbozé hippocampalis interneuronok dendritjeit eltérd strtiségben boritjak a rajuk
konvergdlé serkenté és gatld szinaptikus bemenetek (3. &ora, 1. tébldzat; Gulyés és
mtsai, 1999; Matyas és mtsai, 2004). A bemenetek eltérd szervezOdése jellegzetes
kilonbségeket eredmeényezhet a segjtek integrécios képességeiben. Ezt a kovetkezo
peldaval lehet bemutatni: A Schaffer kollateralisok ingerlésével a CA1 piramissejteken
kivaltott diszinaptikus IPSC |étrehozésaban a PV -pozitiv kosérsejtek részt vesznek, mig
a CCK-pozitiv kosérsejtek csak abban az esetben siilnek ki, ha az ingerlés elég nagy
ahhoz, hogy a CA1 piramissgtek is tlzeljenek (Glickfeld és Scanziani, 2006). Ez a
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funkciondlis kilonbség kdnnyen magyardzhatd azzal, hogy a PV-pozitiv kosarsejtek
joval kisebb mértékii gatlas mellett haromszor annyi serkenté bemenetet kapnak, mint a
CCK-pozitiv kosarsejtek (1. téblazat; Gulyas és mtsai, 1999; Métyas és mtsai, 2004),
igy kis szamu rost ingerlése csak az elobbicket tudja aktivalni. Tobbek kozott ennek is
koszonhetd, hogy a CCK-pozitiv kosarsejtek nagyobb iddablakban tudjak integralni
bemeneteiket, aminek fontos jelentdsége van a két kosarsejttipus eltéré mitkodésében
(Freund és Katona, 2007). Ebbdl a példabol is lathatd, hogy a kiilonbdz6 interneuronok
bemeneti  tulgjdonsadgainak  kvantitativ  jellemzése elengedhetetlen a pontos
neuronhdl 6zati modellek |étrehozasahoz, amelyek segitségével jobban megérthetjik az
idegrendszer miikodését (Ascoli és Atkeson, 2005).

2.5. Hippocampalis aktivitasmintazatok

A principdlis sgjitek parhuzamos elrendez6désének s bemeneteik rétegekbe valo
szervezbdésének koszonhetden a hippocampusban a neuronok aktivitasanak szinkron
valtozasai lokalis mezdpotencialok formajaban detektalhatok. Ezek jellege alapjan két
f6 hippocampalis aktivitasmintazat kiilonithet6 el. Exploracié és REM avés soran 4-8
Hz frekvencigu theta aktivitas figyelheté meg (Vanderwolf és mtsai, 1977; Buzsaki,
2002), amelybe magasabb frekvencigju (40-100 Hz) gamma oszicillécié is dgyazddhat
(Bragin és mtsai, 1995). Ezzel szemben tdplalkozas, tisztalkodas és lasst hullamu alvas
alatt nagy amplituddju éleshullam aktivitas detektal hatd, amelynek csticsan 120-200 Hz
frekvencigu oszcillacio (ripples) jelenik meg (Ylinen és mtsai, 1995). A theta
oszcillacié létrejotte valoszinlileg az MS-DB  miikodésének koszonheté (lasd a
kovetkezé fejezetben), mig az éeshullam aktivitast feltehetéleg a CA3 piramissejtek
generdjak és kozvetitik Schaffer kollaterdisaikkal a CA1 régio felé (Csicsvari és mtsai,
2000). A hippocampalis oszcill&ciok kialakitasaért elsésorban a hippocampusban

talalhato kiilonboz6 interneuroncsoportok 6sszehangolt miikodése felelds.

2.6. A hippocampus és az MS-DB kapcsolata

A septum a telencephalon eliills6é medialis része, amely lateralisan az

oldalkamrékkal-, feliilr6l pedig a corpus callosummal hataros, hatul pedig a fornix
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rostkotegen keresztil a hippocampushoz csatlakozik (4. abra). Dorsalisabb része a
lateralis septum, amely feliilr6l és oldalrdl veszi koriil a kozépvonalban elhelyezkedd
terlletet, a medialis septumot (4. dbra). A medialis septumhoz csatlakozik ventralis
iranyban a Broca-féle diagonalis koteg, amelynek vertikdlis és horizontalis részével
egyltt a keresztmetszetben forditott ,Y” aaku medialis septalis régiét akotjak (4.B
abra). A mediais septum és a diagondlis Broca-kdteg funkciondlisan 6sszetartozo
egyittesét roviditem M S-DB-nek a dolgozatban.

A septum a limbikus rendszer részeként szamos agytertlettel al kozvetlen
kapcsolatban és igy sokfdle idegi hal6zatnak fontos alkotérésze. Tobbek kozétt a
figyelemmel, az dtalanos éberségi alapot bedllitasaval, tapld ékfelvétellel, agressziv és
szexudlis viselkedésekkel, thermoregulécidval kapcsolatos mitkodésekben jatszik fontos
szerepet  (Risold, 2004). A tovébbiakban a hippocampusszal vald kétiranyu
kapcsolatara, valamint atheta oszillacidban betdltott szerepére fokuszal ok.
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4. Abra. A medialis septalis régié elhelyezkedése patkdinyagyban

A: A medialis septalis régio (zéld) és a hippocampalis formatio (piros) saggitalis
metszeten. B: A medialis septalis régio (z6ld) coronalis metszeten, az ,, A’ abran szirke
csikkal jelolt rostro-caudalis koordinata magassagaban (A Bregma ponttol 0,2 mm-re
rostralisan). Roviditések: 3V: 3. agykamra, 4V: 4. agykamra, CA1-3. a cornu Ammonis
1-3 régioja, cc: corpus callosum, DG: gyrus dentatus, f- fornix, HDB: a Broca-féle
diagonalis kéteg horizontalis része, LS: lateralis septum, LV: oldalkamra, MS: medialis
septum, VDB: a Broca-féle diagondlis koteg vertikalis része.

Forras: Paxinos és Watson, 1998, mddositva.
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A laterdlis septumba a CAl- és a CA3 piramissejtektdl érkezik afferens
bemenet, de sgjtjel nem vetitenek a hippocampusba (Swanson és Cowan, 1977; Linke és
mtsai, 1995), és csak gyengéen projicidnak az MS-DB terlletére (Leranth és mtsai,
1992). Az MS-DB reciprok kapcsolatban al a hippocampusszal. Mig tébbfée,
neurokémiailag kiilonboz6 sejttipus vetit az MS-DB-b6l a hippocampusba, a visszafelé
iranyuld projekciot a hippocampalis GABAerg sejtek egy csoportja, a hippocampo-
septalis (HS) sejtek hozzak létre (lasd késdbb). Az MS-DB-ben a neurokémiailag
kiilonb6z6 sejtek hagymahéjszeriien rendez6dnek el: a legkiils6 héjat calbindin-tartalmu
sejitek alkotjak, beljebb a calretinin-pozitiv, mad a cholinerg sejtek rétege helyezkedik
el, mig a kozépvonalban parvalbumin-immunreaktiv sejtek taldhatdk, amelyek
intraseptalis konnektivitdsuk aapjan két tovabbi rétegre kilonilnek (Kiss és mtsal,
1990; Kiss és mtsai, 1997; Henderson és mtsai, 2004). A PV-pozitiv sejtek GABAergek
€s a hippocampusba vetitenek, ahol szelektiven interneuronokat idegeznek be az
axonédgaik mentén irregularisan elhelyezkedd nagyméretii boutonjaikkal (Freund és
Antal, 1988; Gulyas és mtsai, 1990). Az MS-DB cholinerg sejtjel szintén fontos részét
képezik a septo-hippocampalis projekcionak (Lewis és Shute, 1967; Baisden és mtsai,
1984; Naumann és mtsai, 1992) a hippocampalis formatio cholinerg innervaciojanak
tulnyomd tébbségét (80-90%) biztositva (Wenk és mtsai, 1975). A hippocampusban
talalhato cholinerg termindlisok kisméretiiek, gyakran nem formalnak szinapszisokat, és
ha igen, akkkor mind piramissejteket mind interneuronokat beidegezhetnek (Frotscher
és Léranth, 1985; Umbriaco és mtsai, 1995).

In vivo az MS-DB cholinerg neuronjai ritkén tiizelnek, mig a PV-pozitiv sgjtek a
hippocampalis theta oszcillacioval fazis-kapcsolt ritmikus burst-tizelést mutatnak
(Borhegyi és mtsai, 2004; Simon és mtsai, 2006). Utobbiak aktivitasain vitro kisérletek
alapjan a hippocampalis interneurok gétldsan keresztil hatva a hippocampalis
piramissgjtek diszinhibiciéja idézheti el6 (Téth és mtsai, 1997). A legUjabb
kozlemeények szerint az MS-DB kiilsé rétegei és caudalis része a hippocampusba vetitd
glutamaterg sejteket is tartalmaz az el6z6 két csoportnal kisebb szamban (Sotty és
mtsai, 2003; Colom és mtsai, 2005; Henderson és mtsai, 2010), amelyek in vitro
serkent6 hatast fejtenek ki a hippocampalis piramissejtekre (Huh és mtsai, 2010).

Régobta ismert, hogy a hippocampalis theta oszcillacio egyik f6 generatora az
MS-DB lehet, amely ezdltal fontos szerepet jatszhat a memaorianyomok |étrehozésdban,
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a helyfelismerés folyamataban és a szenzomotoros integrécidban (Winson, 1978; Bland
és Oddie, 2001; Buzsaki, 2002). Bé&r a theta ritmus kia akulésanak folyamata még nem
tisztézott, a széles korben elfogadott modell szerint a theta oszcillacio soran a cholinerg
septo-hippocampalis sejtek hosszantartd depolarizal 6 hatést fejtenek ki a hippocampalis
sgtekre, mig a GABAerg septo-hippocampalis sejtek ritmikusan gétoljdk a
hippocampus interneuronjait, amelyek ritmikus diszinhibicié révén a principdis sgjtek
nagy csoportjanak aktivitasdt Utemezik szinkron médon (Buzsaki, 2002). Ezt igazolja,
hogy a theta oszcillacio datt a PV-tatami pacemaker MSDB  sgtek
aktivitasvaltozasai megel6zik a hippocampalis interneuronok aktivitasvatozasait,
vaamint az utébbiaknd is késébb megjelend valtozasokat a hippocampalis
mezopotencialokban (Hangya és mtsai, 2009). Az Ujonnan felfedezett glutaméaterg
septo-hippocampalis sgjtek szintén szerepet jatszhatnak a folyamatban, mert spontan
ritmikus theta aktivitast mutathatnak in vitro (Huh és mtsai, 2010). A hippocampalis
theta aktivitas kialakitésaért és szabalyozésaért tovabbi agytertletek, pl. az entorhinalis
kéreg, nyultveldi és diencephalicus tertiletek (supramammilaris nucleus) is feleldsek, de
a ritmus létrehozdsa elsGsorban valodsziniileg az MS-DB pacemaker sejtjeinek
koszbnheto (Vertes és Kaocsis, 1997; Buzsaki, 2002).

Az MS-DB és a hippocampus dsszehangolt aktivitdsdnak szabdlyozasaért a
hippocampo-septalis sejtek is felelések (Manseau és mtsai, 2008), amelyekrél a

kovetkezo fejezetben irok bovebben.

2.7. A hippocampo-septalis sejtek tul ajdonsagai

Patkdny medialis septumaba torténd retrograd tracer beadasaval Alonso és
Kohler azonositotta el6szoér a hippocampo-septalis sejitek (HS) csoportjat (Alonso és
Kohler, 1982). Ezeket az MS-DB-be vetité nem-principdlis sejteket a hippocampalis
formatio minden régi¢jaban megtadtak, de eloszlasuk réteg-specificitast mutatott: a
CAL1 teriiletén f6leg a str. oriensben-, a CA3 régidban tébb rétegben is-, mig a gyrus
dentatusban kiz&rdlag a hilusban fordultak elé. A sejitek a GABAerg interneuronokra
jellemzd  ultrastruktiralis  bélyegekkel rendelkeztek: sejtmagjuk membranjan
invaginaciokat lehetett megfigyelni, szOméakat pedig aszimmetrikus szinapszisok
boritottak (Totterdell és Hayes, 1987). Egérben a HS sgjtek valdban glutaminsav
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dekarboxilaz 67-pozitivnak bizonyultak (Jinno és Kosaka, 2002); patkényban pedig
anterogréd tracerrel megjelolt septalis boutonjaikban sikerllt kimutatni a GABA
transzmitter jelenlétét (Toth és mtsai, 1993). A mediais septum terlletén talahato
terminalisaik szimmetrikus szinapszissal féleg parvalbumin-pozitiv neuronokat és
kisebb mértékben cholinerg sejiteket idegeztek be (Gaykema és mtsai, 1991; Téth és
mtsai, 1993). Posztszinaptikus célelemeik kozott retrogréd tracerrel megjeldlt,
hippocampusba vetitd cholinerg és parvalbumin-pozitiv sejteket is talatak, ezzel
igazolva, hogy a medialis septum és hippocampus kozotti kapesolat ebben az irdnyban
sejtpopul &ci6 szinten is reciprok (Téth és mtsai, 1993).

Kiilonb6z6 sejtjelolési modszerekkel egyedi HS sejtek dendrit- és axonfgét is
sikertlt megjeleniteni. Gulyas és mtsai (2003) fiatal patkanyokban fluoreszcens
mikrogyongyoket injektdltak a MS-DB terlletére mad akut szeleteket készitettek a
mitdtt patkdnyok hippocampusabol. A CA1l teriiletén, retrograd tuton feltdltddott,
fluoreszcens mikrogydngyoket tartalmazéd sejtekbdl elektromos aktivitast vezettek el
mikdzben biocytinnel toltotték fel oket. Az igy megjeldlt HS sejtek a horizontalis
interneuronok csoportjéba tartoztak (Maccaferri, 2005), fuziform vagy ovalis szomaval
és hosszU, a str. oriens és alveus teriiletén hizod6 dendritekkel rendelkeztek, amelyek
ritkén &gaztak el (5.A és B &ora; Gulyés és mtsai, 2003). A dendritek elszértan tlskéket
is hordoztak, és nagyszamu szinapszis boritotta dket. A sejtek hippocampalis axonagai a
CA1 és a CA3 teruletén arborizdltak, ahol a korreldt elektronmikroszkopos vizsgalat
alapjan szelektiven GABAerg interneuronokat idegeztek be (5. dbra; Gulyas és mtsal,
2003). Ezzel szemben egy késobbi kozlemény szerint felndtt patkdnyban, a CAl
tertletén in vivo juxtacelluléris technikaval feltoltott HS sejtek lokdlis célelemei kozott
tulnyomorészt piramissejtek vékony dendritjel voltak a str. oriens és radiatum tertletén
(Jinno és mtsai, 2007). A Jinno és mtsai dtal megjeldlt neuronok a septum irdnyaba,
rostralisan haladd axonag mellett rendelkeztek egy caudalis irdnyba tartd, a subiculumot
innerval o kollaterdlissal is, ezért ezek a sejtek a szerzoktdl a ,,double projection cell”
nevet kaptdk. Az extrahippocampalis teriiletekre vetitd f6 axon atmérdje €s
myelinhtvelye joval vastagabb volt, mint a piramissejt axonoke (Jinno és mtsai, 2007).
Ez a vastagabb myelinhiivelyli axonok gyorsabb vezetési képességének koszonhetéen
azt eredményezheti, hogy a double-projection sejtek altal kozvetitett gatlas el6bb

érkezik meg a subiculumba mint a piramissejtek altal kozvetitett serkentd szignal.
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5. Abra. A fiatal patkdnyokban in vitro megjelolt HS sejtek interneuron-szelektivek.

A, B: Két retrograd uton megjelolt majd biocytinnal feltoltott CA1 HS sejt dendrit-, és
axonfdja a hippocampus teriiletén. A sejtek horizontdlis dendritfdja a str. oriens
teriiletén talalhato. Axonjaik nemcsak a CAl régioban arborizdlnak, hanem atlépnek a
CA3 teriiletére is a fissuran (A) vagy a CA2 région (B) keresztiil (nyilhegy). C: A
boutonok (nyilak) nem egyenletesen, hanem egymastol szabalytalan tdavolsagra
helyezkednek el az axon mentén, és néhol kosarszeriien koriilvesznek jeloletlen szomdkat
a piramisrétegen kivil, ami az interneuron-szel ektiv sgjtek rostjainak jellegzetessége. D:
A HS sejtek boutonjai interneuronokat idegeznek be. Az itt lathato két biocytin-tartalmi
axontermindlis egy interneuron dendrittel létesit szinapszist (nyilhegyek). Az
interneuront a tovabbi, dendritagra érkezd szinapszisok alapjan azonositottak (nyilak).
Roviditések: s.g.: stratum granulosum,, s.[-m.. stratum lacunosum-moleculare, s.0.:
stratum oriens, s.p.: stratum pyramidale, s.r.: stratum radiatum. Skalék: A és B: 100
pm, C: 10 um, D: 1 pm.

Forras: Gulyas és mtsai, 2003, modositva.
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Az in vivo megjel6lt double-projection segjitek dendritf§a nem kilonbdzott az in vitro
feltoltott HS sejtekétol.

A HS sgjtek csoportja a neurokémiai marker tartalom alapjan is heterogénnek
bizonyult (Jinno és Kosaka, 2002; Gulyas és mtsai, 2003; Jinno és mtsai, 2007). A HS
sgjtek neurokémiai karakterizaldsa soran nemcsak regiondlis kilonbségeket figyeltek
meg, hanem az azonos teriileten 1évd sejtek is tartalmazhattak kiilonb6z6 marker-
kombinaciokat (Jinno és mtsai, 2007). Specifikus HS sgjt markert még nem sikertilt
taldni, minden eddig vizsgat molekula més tipusi, MSDB-be nem vetitd
interneuronokban is el6fordult.

Szinte minden HS segjt somatostatin-pozitiv [95%; (Zappone és Sloviter, 2001;
Jinno és Kosaka, 2002; Gulyas és mtsai, 2003; Jinno és mtsai, 2007)], és nagy
tobbségik a metabotrop glutamat receptorok la tipusat (mGluR1a) is kifejezi [69% a
CA1l-, 84% a CA3 terliletén; (Jinno és mtsai, 2007)]. Egy csoportjuk a szomato-
dendritikus membranjan M2 tipusi muszkarinos acetilcholin receptorokat hordoz
[~40%, (H&os és mitsai, 1998; Jinno és mtsai, 2007)]. Acsady és mtsai in situ
hibridizacidval idegi novekedés faktor expressziojat mutattak ki a HS sejtek 60%-ban
(Acsady és mtsai, 2000a). A HS sdgtek a parvabumin-pozitiv interneuronokhoz
hasonléan az atlagosndl nagyobb mennyiségli citokrom c enzimmel rendelkeznek,
amely magas metabolikus aktivitast jelezhet (Gulyas és mtsai, 2006). A neuropeptid Y
(NPY) tartalom regionalis kiilonbségeket mutat: mig szinte minden HS sejtre jellemz6 a
hilusban (92%), addig a sejtek 46% és 25%-aban mutattak ki a CAl és a CA3 tertletén
(Jinno és mtsai, 2007). A legelsé HS sejtekben kimutatott neurokémiai marker a
cabindin kalciumkoté fehérje volt (Toth és Freund, 1992), ami az Ujabb kdzlemények
szerint a sejtek koriilbeliill harmadaban termelédik a CA1- és CA3 régidban, de nem
fordul el6 a hilus terlletén (Jinno és Kosaka, 2002; Jinno és mtsai, 2007). A CA3-ban és
a hilusban a HS sejtek egy része calretinin kalcium-kot6 fehérjét tartalmaz [49 és 34%
(Gulyas és mtsai, 2003); 23 és 21% (Jinno és mtsai, 2007)]. A CA3 régidban calretinint
kifejez0 HS sejtek szinte kizarolag a str. lucidumban fordulnak eld, és mind a hilusban
mind a str. lucidumban a tliskés calretinin-pozitiv sejtek csoportjaba tartoznak (Gulyas
és mtsai, 2003). Ezek a kulonleges interneuronok rendkivili modon rétegspecifikus
dendritfaval rendelkeznek: Osszes dendritjiik a moharostok végzddési terlletén, a str.

lucidumban vagy a hilusban taldhat6é (Gulyéas és mtsai, 1992). Neviiket a strin-tliskés
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szOmgjukrol és dendritjeikrdl kaptak, amelyeket nagyszaml aszimmetrikus szinapszis
borit (Gulyés és mtsai, 1992). A str. lucidum tliskés sejtjeinek axonagai eléfordulhatnak
a CA3 minden terlletén, és a medialis septum mellett vetithetnek a CA1 régioba és a
gyrus dentatusba is (Spruston és mtsai, 1997; Martinez és mtsai, 1999; Szabadics és
Soltesz, 2009).

A subiculumba is vetit6 CA1 HS-sgjitek (double-projection sejtek, lasd fenn)
jellegzetes tiizelési mintazatot mutattak a kiillonb6z6 hippocampalis aktivitismodok alatt
in vivo (Jinno és mtsai, 2007). A theta aktivitas alatt, az oszcillacidval fazis-kapcsoltan,
alacsony frekvenciaval (0,7 +0,6 Hz) tlizeltek a piramisrétegben extracellularisan mért
ciklus hullamvolgyében. Ez a theta ritmus azon szakasza, amelyben a CA1l
piramissejtek aktivitésa alegmagasabb a ciklus folyaman (Csicsvari és mtsai, 1999). igy
a double-projection sejtekrél elmondhatd, hogy a theta aktivitas alatt a CA1l teriiletén
valésziniileg nem a piramissejtek lecsendesitése a fo feladatuk, hanem inkabb azok

A double-projection sgjtek az éleshullam alatt megfigyelheté ripple-aktivitas
alatt erdteljesen novelték tiizelési frekvenciajukat (40,2 + 20,5 Hz), és akcios
potencidjaik a piramisrétegben extracellularisan mért ciklus felszall6 agara
korl&tozodtak (Jinno és mtsai, 2007).

A HS sgjtek tehat egy igen heterogén csoportot képeznek, amelynek tagjai
kilonbozhetnek egymastdl mind elhelyezkedésiikben a hippocampuson beltl, mind a
molekuldris markerek expresszidjdban, mind a posztszinaptikus célelemeikben. A
lehetséges altipusok halOzati szerepének meghatarozéséhoz a sejtek  szinaptikus
bemeneteinek kvantitativ vizsgalatéra is szilkseg van. Fontos informacié ezen kivil az
is, hogy az MS-DB-bél ered6 rostok beidegzik-e ezeket a sgjteket vagy a septo-
hippocampalis bemenettél fiiggetleniil milkodnek. Ezeknek a kérdéseknek a
megvizsgdl ésa segithet a HS sejtek funkcidjanak megértéseben.
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3. CELKITUZESEK

Ahhoz, hogy egy idegi halozat miikodését megértsik, minél részletesebben
ismerniink kell a halozat elemeinek, a kiilonb6zo idegsejteknek a tulajdonsagait és
kapcsolatrendszerét. Bar a hippocampus az agy egyik |egintenzivebben tanulmanyozott
része, meglepd modon sok alapvetd anatomiai adat neuronhd 6zaténak
Osszekottetéseirdl még nem all a rendelkezésiinkre. Mindezekre az adatokra viszont
feltétlenll szilkség van a fiziologiai kisérletek eredményeinek értelmezéséhez és a
hippocampus miikddését szimulaldé neuronhédlézati modellek 1étrehozasdhoz.
Kisérleteinkben kvantitativ neuroanatOmiai modszereket felhaszndlva a kovetkezo

kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Ismert, hogy a CAl régioba érkez6 f6 glutamaterg palyak, az entorhinalis
bemenet és a Schaffer kollaterdlisok, valamint a CA1l piramissejtek lokalis
axonjai piramissejteket és interneuronokat egyarant beidegeznek. Vaon az
egyes palyak ezeket a sejteket egyszerlien az el6fordulasok ardnyaban
innervdjék, vagy preferencid mutatnak valamelyik célcsoport iranyaba?
Mennyi az interneuronok és piramissejitek ardnya a kiilonbozé glutamaterg
payak céleleme kozott?

2. A kiilonb6z6 hippocampalis interneuron csoportok rajuk jellemzo
bemeneti tulajdonsagokkal rendelkeznek. Az egy sejtre érkezd gatlo és serkentd
bemenetek szama és eloszldsa a szoman és dendritfan jél ismert tdbb kiilonb6z6
interneuron-tipus esetében, de nem &l a rendelkezésiinkre kvantitativ adat a
medialis septum — Broca-féle diagonalis kéteg komplexumaba (MS-DB) vetitd
hippocampo-septalis (HS) sejtek heterogén csoportjardl. Mivel ezek a sgjtek
teremtik meg az MS-DB és a hippocampus kozotti reciprok kapcsolat egyik
&gat, fontosak lehetnek a két terllet szinkronizaciéjdban és a hippocampalis
aktivitasmintazatok szabdyozasaban. Mennyi glutaméterg és GABAerg
szinaptikus bemenettel rendelkeznek ezek a sejtek, hogyan mintavételezik a
hippocampalis aktivitast? Milyen ezeknek a bemeneteknek az eloszlasa sejtek
kiilonb6z6 részein (szoma, dendritfa distalis vagy proximalis része)?

Kulonbozik-e a bemenetek szama és eloszldsaa HS sgjtek tipusai k6zott?
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Az MS-DB-bél cholinerg, glutamaterg és GABAerg rostok érkeznek a
hippocampusba, melyek kozil az utébbiak szelektiven beidegzik az eddig
vizsgdlt GABAerg interneuronokat. Vaon a septalis rostok szinaptikus
kapcsolatot |étesitenek a MS-DB-be visszavetité HS sgjtekkel is? Haigen, akkor
milyen transzmitterrel rendelkezd sejtek vesznek részt ebben? A sejtnek mely
részén alakitanak ki szinapszist? Ha van ilyen kapcsolat, akkor az kildnbozik-e
az egyes HS sgjt tipusok kozott?

A kutatocsoportunk kordbban kimutatta, hogy a retrogrédan feltoltétt HS
sejtek fiatal patkanyokban interneuronokat idegeznek be a CA1 teriiletén. Ezzel
szemben a feln6tt patkanyban juxtacellularisan feltoltott, septum felé iranyuld
axonnal rendelkezd sejtek lokalis rostjai piramissejteket innervaltak. Vajon a
felndtt patkdnyban retrogradan feltoltott HS sejtek lokalis axonjai milyen

neuronokat idegeznek be? A célseitek mely részén |étesitenek szinapszist?
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4. M ODSZEREK

Kisérleteinket a MTA KOKI Allatkisérleti Etikai Bizottsaga &tal elfogadott
modon, a Budapest Févarosi Allategészségiigyi és Elelemiszer Ellenérzé Allomas
dlatkisérleti engeddyével végeztik e, az ,Allatok védelmérél és kiméletérsl”
sz0l6 1998. évi XXVIII. térvénynek (243/1998) 32. § (3) megfelelden.

4.1. Hozzgjarulés

A CA1 régi6 glutamaterg bemeneteinek vizsgdatét kollaborécidban végeztik
Prof. Somogyi Péter csoportjaval (Medical Research Council Anatomical
Neuropharmacology Unit, Department of Pharmacology, University of Oxford). Azin
vitro és in vivo sgtfeltoltést valamint az entorhinalis axonok megjeldlését Prof.
Somogyi Péter csoportja végezte. A munkaban részt vettek: Dr. Thomas Klausberger,
Dr. Txema Sanz, Dr. Eberhard Buhl, Dr. Catherine Bleasdale és Dr. John Tukker. Dr.
Txema Sanz veégezte az el ektronmikroszkopos munka egy részét (in vitro jelolt sgjtek és
alvearis palya vizsgdata), amely részé&t képezte DPhil téziseinek (The University of
Oxford, 1997). Az in vivo jeldlt sgtek és str. lacunosum-moleculare-ban jeldlt
entorhinalis axonok elektronmikroszkopos vizsgé atat én végeztem .

A HS sgtek szinaptikus kapcsolatait vizsgalo projektben az MS-DB beadasok
egy része Dr. Gulyas Attila munkga, a tobbi miitétet, immunfestést, vaamint a
fénymikroszkdpos és el ektronmikroszképos vizsgd atokat én végeztem.

4.2. Palyajel6l6 anyag beaddsa miitéti eljarassal

A kiilonbozo agyteriiletek kozott szinaptikus kapcsolatokat 1étesité sejtek
megjelenitése céljabol harom kiillonb6z6 miitétet végeztiink (2. tablézat). A mitéteket
feln6tt (1 honaposnal idésebb), 200-300 gr-os him Wistar patkanyokon hajtottuk végre
(Charles-River, Budapest, az ett6l valo eltérést jeldltem). Az dlatokat mélyen elatattuk
intraperitonedlisan beadott altatokeverékkel (0,2 mg/100 gr; 2,5% ketamin, 0,5%
xylazin-hidroklorid, 0,25% promethazinium-klorid, 0,0025% benzetonium-klorid, és
0,002% hidrochinonum; az ett6l vald eltérést jeldltem), mad fejiket sztereotaxiés

készlllékbe (Stoelting) helyeztik. A jeloléanyagokat Uvegkapillarison keresztil juttattuk
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be Paxinos és Watson patkanyagy-atlasza segitségével megallapitott koordinatdk szerint
(Paxinos és Watson, 1998).

4.2.1. Vetit6 sejtek jelolése sgjtrekonstrukcio céljabol

A HS sgjtek rekonstrukcio céljabdl vald megjelenitéshez biotinilat dextran
amint (BDA; 3 kDa; Molecular Probes, 10%, fiziol6giés sooldatban oldva) juttatunk az
MS-DB-be (n=8 dllat). Ezt a palyajel6lé anyagot a sejtek anterogréd-, és retrograd
maodon is képesek szdllitani, igy egyarant megjeleniti a beadasi helyre vetitd sejteket és
az innen kiindul6 pélyakat (Reiner és mtsai, 2000). Nagy mennyiségii BDA felvétele
esetén a retrogradan jel6lt neuronok teljes dendritfga, valamint axonfganak nagy része
is feltoltddhet, igy ezen sejtek rekonstrudhatoak. Ahhoz, hogy mind tobb HS sejtet
megjel6ljink, az MS-DB tertiletén tobb beadasi pontra juttatunk nyomassal 0,2- 0,3 pl
BDA-t (abeadés koordindtékat 1asd a 2. tabl azatban).

4.2.2. Kettos retrograd sgjt-, és anterograd palyajelolés

A hippocampusbdl az MS-DB-be axonokat kiildé HS sejtek és a hippocampusba
vetit6 MS-DB sgjtek rostjainak egyideji, kiilonb6zé markerrel vald megjelenitése
céljabol egy anterograd és egy retrograd palyajel6lé anyagot injektaltunk az MS-DB
tertiletére kiilonb6z6 beadasi koordinatakra (2. tablézat, n=1 dlat). Az anterograd
palyajelol6 anyag a Phaseolus vulgaris leucoagglutinin (PHAL, Vector Labs, 2,5% 0,01
M pH 8,0 foszfat pufferben) volt, amelyet 5 pA egyenaraml, 7 masodperces ki/be
ciklusl,, beadasi pontonként 10 percig tartd iontoforézissa juttatunk az MS-DB-be.
Retrograd jelolésre sarga-zdld fluoreszcens mikrogyongyot (FluoSpheresR, 0,04 pm,
Invitrogen) haszndtunk, amelyet nyomassa adtunk be az MS-DB tébb pontjara (2.
tablazat), beadés helyenként 0,2-0,3 pl-t.
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4.2.3. Anterograd palyajelolés

A perforans palya megjeldlése céljabol néstény Wistar patkanyok (>110 gr-0s,
n=3) medialis entorhinalis kéregébe kertlilt beadasra az anterograd palyajel6l6 PHAL.
Ezeket mitéteket Dr. Txema Sanz végezte Prof. Somogyi Péter témavezetése alatt. A
miitét azonos médon zajlott, mint az MS-DB beadasok esetében, kivéve, hogy az allatok
atatasa izoflurdn inhalacid utan, intramuscularisan beadott ketamin (0,1 mg/gr) és
xylazin (0,01 mg/gr) keverékével tortént. A PHAL beadasok 15 percig tartottak 5 pA
egyenaramu, 7 masodperces ki/be ciklusi iontoforézissel. A beadasi helyek a 2.
tabl azatban | &thatdak.

4.3. Invitro intracelluléris sejtjel 6l és

A szeletkészitést és a sgitek feltdltését Dr. Txema Sanz és a néhai Dr. Eberhard
Buhl végezte. Mély, ketamin (0,1 mg/gr) és xylazin (0,01 mg/gr) atatasban ndstény
Wistar patkanyokat (Charles River; >110 g , n=5) perfunddltak jéghideg mesterséges
cerebrospinalis folyadékkal (tartalma mM-ban: 3 KCI, 1,25 NaH,PO,4, 24 NaHCOs3, 2
MgSQO,, 2 CaCl,, 10 glukdz, és 256 szachardz). A mérés és a sejtek feltoltése aatt
alkalmazott mesterséges cerebrospinalis folyadék tartalma az elébbivel azonos volt,
kivéve, hogy szachar6z helyett 126 mM NaCl-t tartaimazott. Az agyat kivettek a
kopony&hdl, és jéghideg mesterséges cerebrospinalis folyadékban vibratdbmmal 450 pum
vastag horizontdlis szeleteket készitettek a hippocampalis formatio terlletébdl. A
szeleteket 1 oraig 33-35 °C-on miianyagha On, oxigenizalt mesterséges cerebrospinalis
folyadék és 95% O, -a 5% CO, —al telitett paras levegé hatarfeliiletén tartottdk. Ezt
kovetben interface-tipusi kamréban, biocytinnel toltétt (Sigma, UK; 2%, 1,5 M
KCH3S0,4-ben) éles mikroelektroddk segitségével elektromos aktivitast vezettek el
piramissejtekb6l a CA1 (n=2) vagy a CA3 (n=4) terlletén. A piramissgjtek azonositasa
jellemz6 elektrofizioldgiai tulajdonsagaik alapjan tortént (széles akcids potencia ok,

depolarizal6 vagy késéi hiperpolarizal é uto-potencidlok, tiiske-frekvencia adaptéci 6).
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4.4. In vivo juxtacelluléris sgjtjel 6l és

Az invivo elvezetés és sgjtfeltdltés Dr. Thomas Klausberger és kollégd munkdgja
volt. A sgjitek feltdltése Sprague-Dawley patkanyokban tortént (250-350 gr, n=4) mély
urethan (1,25 mg/gr) atatasban, amelyet szilkség esetén ketamin (0,02 mg/gr) és xylazin
(0,002 mg/gr) keverékével egészitettek ki a mérés folyaman. Az idegsejtek aktivitasat
extracellularisan, 1,5% neurobiotinnel toltétt (0,5 M NaCl oldatban) Gveg el ektrodakkal
meérték, majd a mérés utan a sejteket pozitiv arampul zusok injektaldséval juxtacelluléris
technikaval toltotték fel (Pinault, 1996).

4.5. Perfuzio ésfixdlas

Az dlatokat 2-4 oOraval az in vivo sejtfeltoltést kovetden, és 7-14 nappal
palyajelolé anyag beadasa utan ketamin és xylazin tartamu altatokeverékkel
(Gsszetételét és beadas modszerét lasd fenn) mélyen ealtattuk és sziven keresztil
perfunddltuk elészor fiziologias sooldattal (1-2 perc) mad a kovetkezékben leirt
fixal Okeverekek egyikével.

A négy patkany esetében, amelyekben in vivo sejtfeltoltés tortént, és egy miitott
dlat esetében (entorhinalis kérgi PHAL beadés) 4% paraformaldehid (Sigma), 15%
(v/v) telitett pikrinsav és 0,05% glutéraldehid (TAAB) 0,1 M foszfét pufferben (PB)
oldott keverékével folytatodott a perfuzio 20 percig (Somogyi és Takagi, 1982). Két
tovabbi mitott allat esetében (entorhinalis kérgi PHAL beadas) ugyanezzel a modszerrel
tortént a perfizio, csak esetiikben a jobb ultrastuktlralis meg6érzottség érdekében a
fixdd glutéraldehid tartalma magasabb, 2,5%-, paraformaldehid tartama pedig
alacsonyabb, 0,5% volt. A kettés PHAL/mikrogyongy beadas utan valamint két BDA
beadas esetében 4% paraformal dehidet és 0,05% glutaraldehidet tartalmazo fixa ot (PB-
ben oldva) haszndltunk. A tovabbi &latokban, amelyekben BDA-beadést végeztiink
kétkomponensii, bedgyazas utdni GABA-€lleni festésre optimalizalt fixa ot hasznéltuk,
mely a kovetkezOkbol allt: 2% paraformaldehid, 1% glutaradehid 0,1 M-os aceta
pufferben (pH = 6,0) feloldva 2 percig, majd 2% paraformaldehid, 1% glutaraldehid
0,1M-os borét pufferben (pH = 8,5) feloldva 1 6ran keresztill (Berod és mtsai, 1981;
Sloviter és mtsai, 2001).
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Az in vitro sejtfeltoltést kovetden a szeleteket két Millipore szlir6papir kozé
helyeztik, hogy alakjuk ne deformdddjon a fixalas soran, majd legaldbb egy északan
keresztil 2,5% paraformaldehid, 15% (v/v) telitett pikrinsav, 1,25% glutaraldehid
tartalmu (PB-ben oldva) fixa éban inkubaltuk.

4.6. Metszés és a metszetek elokezelése

Az agyakbol corondlis (MS-DB beadas esetében)-, vagy horizontdis
(entorhinalis kérgi beadas esetében) blokkokat vagtunk a hippocampalis formatio-, és a
beadasi helyek teriiletérél. Ezt koveten PB-ben 50-80 pm vastag metszeteket
készitettiink Leica vibratome-mal.

A metszeteket és az in vitro toltott sejteket tartalmazé szeleteket 10% majd 20-,
vagy 30% szachar6zban (PB-ben oldva) inkubdtuk, és folyékony nitrogén felett
tobbszor megfagyasztottuk a reagensek penetracidjanak elOsegitése érdekében
(Somogyi és Takagi, 1982). Ezutan az in vitro toltott sejteket tartalmazo szeleteket
tobbszér PB-vel mostuk, 10% zselatinba &gyaztuk, majd PB-ben vibratome-mal 60 pum
vastag metszeteket készitettiink beldliik.

Az 1%-0s vagy annad magasabb glutaraldehid tartamu oldattal fixalt
metszeteket 1%-0s natrium-borohidriddel (Sigma) kezeltik (15 perc, PB-ben), hogy a
fixalés soran keletkezett keresztkotéseket fellazitsuk és blokkoljuk a szabad aldehid-
gyokoket (Weber és mtsai, 1978; Eldred és mtsai, 1983). Az avidin-biotinilalt rendszert
tartalmazé megjelenités esetén bizonyos metszeteket 1% H,O,-dal [Merck, Tris-
pufferelt fiziologids sdoldatban (TBS, 0,05 M, pH=7,4)] is el6kezeltiik az endogén

peroxidazok kimeritése érdekében.

4.7. A jelolt sejtek megjelenitése

4.7.1. Kettos fluoreszcens PHAL/mikrogyongy jelolés

A metszeteket az aspecifikus kotéhelyek csokkentése érdekében 2% marha
szérum abuminnal blokkoltuk (BSA, TBS-ben Sigma) 1 6ran &, majd nyul anti-PHAL
primer ellenanyagot haszndltunk (Vector, 1:8000, TBS-ben, 2 nap 4 °C-on). Tobbszori

36



DOI:10.14753/SE.2012.1768

TBS mosas utan Alexa594 kecske anti-nyul secunder antitestet alkalmaztunk
(Molecular Probes, 1:300, 2 h). Intenziv TBS mosas utdn a metszeteket térgylemezre
fektettik, és Vectashield-ben (Vector Laboratories) lefedtik. Az immunreakcid
eredmeényeképpen a PHAL-tartalmU anterograd uton felt6lt6dott septalis rostok piros
szinben voltak lathatéak, mig a MS-DB-be vetitd retrogradan jelolt sejtek sarga-zold
szinii fluoreszcens mikrogyongyoket tartalmaztak. A kiértékelés egy Zeiss Axioplan2

fluoreszcens mikroszkop segitségével tortént.

4.7.2. BDA-jelolt sejtek fluoreszcens megjelenitése

BSA-val val6 blokkolas (2% TBS-ben) utan az alacsony glutaraldehid tartalma
fixdova perfundat dlatbol szarmazd metszeteket Alexa-594-Streptavidin (Molecular
Probes, 1:2000, 2 nap) TBS oldatdban inkubdtuk. Intenziv mosas utdn a metszeteket
targylemezen, Vectashield-ben lefedtik. A kiértékeléshez Olympus Fluoview FV1000
Konfokalis Mikroszkopot hasznéltunk.

4.7.3. PHAL -jelolt rostok megjelenitése fény-, és elektronmikroszk6pos vizsgalatra

20% normd kecske szérummal (NGS, Vector, TBS-ben, 1 6ra) vald blokkolés
utan biotinilalt kecske anti-PHAL antitestet (Vector, 1: 1000, TBS-ben, 2 nap)
akamaztunk. Intenziv TBS mosast kovetéen a metszeteket avidin és biotinilalt
tormaperoxidaz komplexét (elite ABC, Vector Laboratories, 1%) tartalmazé oldatban
inkubdtuk (3 ora). Ismételt TBS-el mad Tris-pufferrel (TB, pH=7,6) tértén6 mosas
utan a metszeteket 3,3'-diaminobenzidin (DAB)-4HCI [Sigma; 0,025% (pH=7,6)] TB
oldatéban el6inkubaltuk (20 perc), majd az immunperoxidéz reakciohoz szubsztrétként
0,01% H,0, -t alkalmaztunk.
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4.7.4. A biocytin-, neurobiotin-, és BDA jelolt sejtek megjelenitése fény-, €s
elektronmikroszkOpos vizsgélatra

A biocytin vagy neurobiotin-jelolt sgjteket tartalmazd metszeteket tobbszori
TBS mosds utan €lite ABC-oldatban inkubdtuk (1%; TBS-ben, 2-3 6dra
szobahémérsékleten vagy egy €szaka 4 °C-on). TBS mad TB mosést kovetben a
sgjteket immunperoxidaz reakcioval hivtuk el6 DAB (0,05%, TB-ben) kromogeént és
H,0, szubsztréatot (0,01%) akalmazva.

A BDA jeldlés esetén a metszeteket BSA-val blokkoltuk (2% TBS-ben), majd
elite ABC-ben inkubdtuk (1:300, 2h szobah6mérsékleten; vagy 1:400, egy €szaka 4
°C-on). Az aacsony glutaraldehid tartalmu fixaoval perfunddt, bedgyazas utani
GABA-dleni festésre nem haszndlt allatok esetében a DAB reakciot felerdsitettiik
nikkel-szulfattal (0,028% DAB és 0,13% nikkel PB-ben), igy segitve a jeldlt sgjtek
dendritf§dnak és axon arborizaciojanak minél teljesebb megjelenitését. Ha bedgyazas
utani immunarany GABA-€elleni festést kivanunk végezni a késObbiekben, €z az erdsités
nem alkalmazhatd, mert az aranyszemcsek aspecifikusan a DABNi komplexhez
kotddhetnek. Emiatt a hivds DAB-a (0,05%, TB-ben) tortént a magas glutaraldehid
tartalmu fixaéval perfundalt allatok esetében, amelyeknél az anyagot késdbb bedgyazés
utani GABA-€lleni festésre hasznaltuk.

4.8. A metszetek utdkezel ése

Az MS-DB-t tartamazd metszeteket kromzselatinban (Sigma) targylemezre
fektettik, kiszaritottuk, majd xylollal viztel enitettiik és Depex-ben |efedtik.

A hippocampust tartalmaz6 metszeteket ozmiummal kezeltik (1% OsO,4 PB-ben
30 percig a bemenetek elektronmikroszkopos analizisére szant metszetek esetében,
0,3% OsO, PB-ben 10 percig a féenymikroszkopos sejtrekonstrukciora szant metszetek
esetében). Ezt kovet6en a metszeteket felszallo alkoholsorban dehidraltuk. A 70%
akohol 1% wuranyl acetatot tartalmazott, amit 40 percig hagytunk az
elektronmikroszkopos analizisre szant metszeteken, és 20 percig a fénymikroszkopos
sgjtrekonstrukciora szant metszeteken. Veégul a dehidrdést propilénoxiddal fejeztik be,
¢és a metszeteket Durcupan miigyantaba (ACM, Fluka) agyaztuk. A fénymikroszkopos
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sgjtrekonstrukciora szant metszetek esetében azért volt szilkkség gyengébb kontrasztozé
|épésekre, hogy az aveus a kontrasztozés sorédn ne sotétedjen be olyan mértékben,
amely mar akadalyozna HS sgjtek itt taldhato nydlvanyainak rekonstrukciojat.

4.9. Bedgyazas utani immunarany jel 6lés GABA ellen

A beagyazés utani GABA elleni festést Somogyi és mtsai protokollja alapjan
(Somogyi és Hodgson, 1985; Somogyi és mtsai, 1985), kisebb vdatoztatasokkal
végeztik e egy poliklondlis, GABA €len nyllban termeltetett antitesttel (Hodgson és
mtsai, 1985). A Durcupan blokkba atégyazott metszetekb6l Leica ultramikrotommal 60
nm-es sorozatmetszetek készitettiink, amelyeket Formvar hartyas nikkel gridre vettiink
fel. A reakciot ezeken a metszeteken Millipore-sziirével szlirt cseppek feliiletén, nedves
Petri-csészében végeztik e, a kdvetkezok szerint:

»  1%-0s perjédsav (Hs10s, Sigma; 5 perc), ami a miigyantat tavolitja el;

= 3x3 perces desztillalt vizes mossas;

= 3 perc TBS mosds;

= 30 perc 1% ovalbumin oldattal (Sigma; TBS-ben) blokkolés;

= 2x10 perc TBS mosés;

= primer ellenanyag: nyUl anti-GABA (9-es kodszamu, 1:5000; 90 perc);

= 2x10 perc TBS mosés;

= szekunder el6tti blokkolas: 0,5% Tween 20 (Sigma), 1% BSA 0,05M-0s TB-ben

(pH=7,4), 10 perc;

» szekunder: kecske anti-nyudl arany-konjugdlt-IgG (15 nm, 1:20; Amersham; az
el6z6 blokkol 6 oldatban feloldva), 90 perc;

= 3x5 perces desztillalt vizes mosas;

» kontrasztozés uranil-acetattal 20 perc;

= 4x gyors mosas desztillalt vizben;

» kontrasztozés 6lom-citrattal (Ultrostain, Leica, 1%) 2 perc;

»  desztillAt vizes mosés.

Az elektronmikroszképos anadlizis sordn azokat a terminalisokat tekintettiik
GABA-pozitivnak, amelyeken az aranyszemcsék szama egymast kovetd legalabb harom

metszeten keresztll legaldbb 6tszor annyi volt, mint a hattérfest6dés. Hattérfestddésnek
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az aszimmetrikus szinapszisokat képezd terminalisokon megfigyelt jel6lést tekintettik,
kivéve a str. lucidum tertletét, ahol az aszimmetrikus szinapszisok nagy részét képezé
moharostok GABAL is tartalmaznak (Sandler és Smith, 1991; Sloviter és mtsai, 1996;
Bergersen és mtsai, 2003). Ebben a rétegben a proximalis piramissejt dendritek jel 6l ését
tekintettiik hattérfestddésnek. DAB-tartalma profilok esetén a kiértékelést a
mitochondriumok felett taldhatdé aranyszemcsék alapjan végeztik, ugyanis a DAB
reakcio végterméke kitdltve a citoplazmét maszkirozhatja az itt taldhatd epitopokat,
mig a mitochondriumokba dtaldban nem jut be. A mitochondriumokba a GABA a
fixalas soran bekdvetkezd ozmotikus valtozasok hatdséara juthat be, vagy elképzelhetd,
hogy jelenléte a belsé matrixaban elhelyezkedé GABA-oxoglutarsav transzaminaznak
koszonheté (GABA-T; Schousboe és mtsai, 1977).

4.10. BDA-jeldlt sgjtek fenymikroszkdpos rekonstrukcioja

Az MS-DB-be tortén6 BDA beadas utan alacsony glutaraldehid tartalmu
fixdloval perfundalt alatokban a jeldlés a HS sejtek egy része esetében elég erés volt a
sgjtek teljes dendritfganak rekonstrukciojahoz. Ezekben az dlatokban a jeldlt HS sejtek
axonkollaterdisait is kovetni tudtuk, amit a magas glutaradehid tartalmu fixaoval
perfunddt alatokban csak az axon inicidlis szakaszig tudtunk megtenni a DAB
dhalvanyulasa miatt. A jelolt sejitek dendritféat (n=3 a CAL str. oriensben és n=1 a
CA3 dtr. lucidumban) 100x-0s immerziés olgjos objektivet haszndlva, camera lucida
segitségével papirra rajzoltuk, a rajzon jeldlve azokat a pontokat, ahol a dendritek a
szomszédos metszetbe |épnek at. A dendritek elagazddasainak magassagat a metszet z
tengeyén belil megbecsiltik egy 0-9 tartd skdldn. A rajzon jedltik az adott
dendritszakasz vastagsagat is (vékony, kozepes, vastag kategoriakat kilonitettiink dl).
Ezutan az adatokat digitalizaltuk egy tablet, és a Pomahazi Sandor atal kifejlesztett és
Gulyéas Attila dtal modositott (1999) ARBOR program segitségevel (Wolf és mtsai,
1995). A program az atalunk megadott, metszetzsugorodassal korrigdt skda és a
metszetvastagsag (80 um) alapjan, a 2-dimenziés rajz (x-y tengely) valamint a z
tengelyen jelolt eldgazddasok és metszetétlépési pontok adatait felhaszndva 3-
dimenzids rekonstrukciot készit, és kiszamitja a dendritek hosszét. A program atal

megadott adatokat Gulyads és mtsai kordbban 6sszehasonlitotték a Neurolucida
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programmal mért értékekkel és a két kiilonb6z6 modszerrel kapott 3-dimenzids hosszak
kilonbsége kisebb volt, mint 3% (Gulyas és mtsai, 1999). A metszetek zsugorodasat
korrigaltuk az x-y tengelyen a kovetkez6 modon: Eldzéleg megjel6lt metszeteket
Kirgjzoltunk, és kerlletiket megmértik kozvetlenll az agy lemetszés utdn, majd ezt
megismételtik a miigyantaba agyazast kovetéen. A 3-dimenzids rekonstrukciohoz
hasznélt skdléd a két érték hanyadosabdl kapott korrekcids faktorral (1,15 és 1,07 a két
alatban) szoroztuk meg.

A HS sgjitek szOmafelszinének meghatarozasahoz jel6lt szomakat a miigyantaba
agyazott metszetekbdl atagyaztunk. Ezt kovetéen 2 pm vastag sorozatmetszeteket
készitettink ultramikrotommal, amelyeket térgylemezre fektettink, és Depexben
lefedtiink. Fénymikroszkopban a sorozat minden tagjardl fényképet készitettiink, majd a
szOma-metszetek kerlletét a NIH Imaged program segitsegével megmertik. A kapott
értékeket megszoroztuk a metszetvastagsaggal az adott metszetben taldhaté szoma-
részlet felszinének meghatarozasahoz. Végll ezeket a szorzatokat Osszeadtuk a teljes
felszin meghatédrozédsdhoz. Mivel a str. lucidumban taldhatd stirtin-tiskés HS sejtek
megfeleltethetéek a tliskés caretinin-tartalmu sejteknek (Gulyas és mtsai, 2003), ezek
atlagos szOmarméretét ritka el6forduldsuk miatt a metszeteinkkel azonos modon fixalt
és dehidrdlt calretinin- ellen festett metszetekb6l hataroztuk meg (n=11 szébma). A CA1
HS sgitek esetén 10 db sgjt méretét hataroztuk meg a fenn ismertetett médon, 6t tovabbi
fluoreszcensen jel6It HS sgjt felszinét pedig konfokalis mikroszkopban készitett szelet-
felvételek felhaszndlésaval adtuk meg.

4.11. BDA-jel6lt sejtek bemeneti tulajdonsagainak elektronmikroszkopos
vizsgélata

A HS sgjtek jellegzetes dendritszakaszait tartalmazo részleteket a metszetekbol
szikével kivagtunk, majd Durcupan blokkokba agyaztunk. A blokkot a megfelel6 alakra
faragtuk, majd camera lucida segitsegével kirgzoltuk a benne taldhaté dendriteket.
Leica ultramikrotommal 60 nm vastag sorozatmetszeteket készitettiink (> 200 metszet),
amelyeket Formvar héartyas nikkel gridekre vettink fel. A sorozat lemetszése utédn a
blokkot Ujra megvizsgaltuk, és a camera lucida felhasznalasaval az el6zdleg elkészitett

rgjzon jeloltik azt a dendritszakaszt, ami a metszés soran elfogyott a blokkbdl. A
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lemetszett szakasz rgjzon mért hossza, valamint az ultravékony metszetek
vastagsaganak (60 nm) és a metszetek szamanak szorzatabdl adddo z tengely érték
alapjan, a Pitagorasz tétel segitsegével megbecsiiltik a lemetszett szakasz hosszat (13-
57 um, n=36, 2 alatbdl). Az ultravékony sorozatmetszeteken bedgyazas utani GABA
elleni immunarany festést végeztiink, majd Hitachi 7100 tipust el ektronmikroszképban
a blokk rajza alapjdn megkerestik a lemetszett dendriteket. A dendriteket a teljes
sorozaton keresztll kovettik, mikézben a vellk szinaptizad 6 GABA-pozitiv, és negativ
boutonokat papirra rgjzoltuk. A str. lucidumban kilon jel6ltik az erésen GABA-pozitiv
termindisokat és a gyengén GABA-pozitiv, moharostoktol eredé boutonokat. Egy
rajzon a sorozat 6t metszetét abrazoltuk, jel6lve az Ujonnan megjelend illetve az eltiin
boutonokat; majd folytattuk a kdvetkezé 6t metszetet abrazol 6 rgjzzal a sorozat végéig.
A dendrittel a fénymikroszkopban is lathatd6 BDA-jelolt axonok altal |étesitett
szinapszisokat korreldtan vizsgdtuk, és kulon jeloltik. A sorozatmetszetekbol vald
rekonstrualés sztereolOgial szabalyai szerint a legelsé metszetén szinapszisokat 1étesitd
boutonokat felhaszndtuk, mig a legutolsd metszeten még lathatd szinapszissal
rendelkezé boutonokat nem vettik a mintaba (Coggeshall és Lekan, 1996). Az input-
denzitéss meghatdrozésahoz az adott dendritszakasszal szinaptizal6 boutonokat
Osszeszamoltuk (61-326 db) és elosztottuk a szakasz hosszéval (13-57 pum); mad
megszoroztuk 100-al, hogy megkapjuk az input/100 pum értéket. A hippocampus
kiilonboz6 teriiletein talalhatod, adott vastagsagi kategoriaba tartozd dendritek atlagos
input-denzitésanak megadasdhoz Gsszeadtuk az adott osztayba tartozd dendriteken
(n=3-7) mért bemenetek szamat (n=285-994), és elosztottuk az dsszeadott hosszukkal
(47,2-230 um), majd megszoroztuk 100-al.

Illusztrécio céljabol egy jellegzetes dendritszakaszt és a vele szinaptizalo
boutonokat 3-dimenzidban abrazoltuk a Reconstruct program segitsegével (15. abra;
Fiala, 2005). Az dbra elkészitéséhez az Osszes metszetrdl digitalis fotot készitettiink
30 000-szeres nagyitassal, ezeket a program segitségével egymashoz igazitottunk, a
profilokat kdrberajzoltuk, majd 3-dimenzidban megjel enitettik.

A szémak bementeinek rekonstrukcidja hasonlOképpen tortént a dendritekéhez,
de esetiikben a bemenet sz&mot teriiletegységre (input/100 pm?) adtuk meg. A vizsgalt
szomafelszin - méretének meghatarozaséhoz a szomékrdl e ektronmikroszkdpban

fényképet készitettiink 6t metszetenkent, majd kerlletiket a NIH Imagel program
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segitségével megmertik. Az igy kapott kerlilet értéket megszoroztuk a metszetvastagsag
(60 nm) otszorosével (kivéve az utolsd metszetet), majd a szorzatokat Osszeadtuk a
teljes vizsgalt fel szin megadasahoz.

A teljes dendritfara érkez6 bemenetek szamanak megbecsléséhez megszoroztuk
az adott sgjttipus ARBOR programmal meghatarozott dsszes dendrithosszat (um-ben)
az elektronmikroszkOpban mért, 1 um-re jutd input-denzitési értékekkel, kilon a
véekony és kdzepes vastagsagu dendritek esetében. A HS sgjteknek csak nagyon révid
,vastag” kategoridba esO dendritszakasza volt (10. &bra), ezért ezeket
elektronmikroszkdpban nem mintavételeztik, hanem esetikben is a kozepes
dendriteken mért input-denzitast haszndltuk fel.

Itt szeretném felhivni a figyelmet arra, hogy a dolgozatban az egyszeriiség
kedvvért néhol a ,,serkentd” és ,,gatld” bemenet elnevezést hasznalom a GABA-negativ
és az er6sen GABA-pozitiv bemenetek szinonimgjaként (a gyengén GABA-pozitiv
moharost bemeneteket a str. lucidumban és hilusban szintén a ,,serkentd” csoportba
soroltam), annak ellenére, hogy bizonyos esetekben a GABA serkentd hatast is lehet
(Gulledge és Stuart, 2003; Szabadics és mtsai, 2006). A GABA-negativ bemenetek
tobbsége glutaméat transzmitterrel rendelkezhetett, de a hippocampus el6bbieknél joval
kisebb szamu cholinerg, szerotonerg stb. bemenetel is ebbe a csoportba (GABA-negativ
vagy ,,serkent6”) kertltek.

4.12. Hippocampalis piramissejtek és HS sejtek célelem szel ektivitédsanak
elektronmikroszkdpos vizsga ata

Az in vitro-, ésin vivo jeldlt hippocampalis piramisseteknek, és a retrogradan
feltoltodott HS sejteknek viszonylag kevés kollaterdlisa volt egy-egy metszetben, és
ezek a HS sgjtek esetében més sgjtektol szarmazo jelolt rostokka lehettek egy térben,
ezért célelemeiket korreldt fény-, és elektronmikroszkopos vizsgadlattal hataroztuk meg.
A jelolt rostokat camera lucidaval kirgzoltuk, mad jellegzetes szakaszokat
valasztottunk, amelyeket lefotoztunk és aégyaztunk. Ultravékony sorozatmetszeteket
készittettlink, majd eektronmikroszkdpban a blokk rgza és fényképe aapjan
megkerestik a fénymikroszképban el6zdleg kivélasztott axonokat. Ezeket

sorozatmetszeteken keresztll kovettik, és az dAtaluk |étesitett Gsszes szinapszist
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lefotoztuk. A posztszinaptikus célelemeket sorozatmetszeteken keresztil kovettik és az
interneuron-, és piramissgjt dendritek korabban leirt ultrastruktardlis tulgdonsagai
alapjan azonositottuk (Gulyas és mtsai, 1999; Megias és mtsai, 2001). Az azonositashoz
haszndlt kritériumok a kovetkezéek voltak: A str. oriens, pyramidale és radiatum
terliletén aszimmetrikus bemenet piramissejtek esetében szinte kizardlag csak atiiskékre
érkezhet, mig az interneuronok nagy szamu aszimmetrikus bemenetet kaphatnak a
dendritagaikra (shaft) is. A piramissgitek dendritagaira ezzel szemben szinte csak
szimmetrikus bemenet érkezhet. Mindezek alapjan, a beidegzett dendritagakat
interneuronként osztalyoztuk, amennyiben legaldbb egy tovabbi aszimmetrikus
szinapszist kaptak a vizsgdlt szakaszon (>10 metszet). A piramissgt tliskék jellegzetes
alakuak, ataldban megvastagodott fe és vékonyabb nyak résszel rendelkeznek, és csak
egy aszimmetrikus bemenetet kaphatnak (Megias és mtsai, 2001). Ezzel szemben az
interneuronok tlskéinek sokszor nincs fgi része, és egyszerre tobb aszimmetrikus
szingpszis is beldegezheti Oket (Gulyds és mtsai, 1992). Bar a hippocampalis
interneuronok tulnyomoé tébbsége nem rendelkezik tlskékkel (Seress és Ribak, 1985;
Freund és Buzsaki, 1996), a str. oriens és alveus hataran sok tliskés képviselojiik is
ismert (Baude és mtsai, 1993). Emiatt ezen a terlleten minden beidegzett tuskét, ami
csak egy aszimmetrikus bemenetet kapott kovettlink a dendritédgig, amelyet az el6bb
részletezett  kritériumok aapjdn  felhaszndltunk a posztszinaptikus célelem
azonositasara. A tobb aszimmetrikus szinapszist fogado tliskéket interneuron-tiiskéknek
tekintettik. A célelemek egy részét a nem megfeleléen megdrzott ultrastruktira miatt
nem tudtuk az azonositashoz elégséges tavolsagig kovetni, és ezek a ,,nem azonositott”
kategOridba kerlltek.

4.13. Entorhinalis rostok célelem szelektivitasanak el ektronmikroszkopos
vizsgdata

A jeldlt entorhinalis axonoknak két csoportjét Iehetett elkiloniteni, amelyeket
eltér6 mennyiségiik miatt kiilonb6z6 modszerrel vizsgaltunk. Kevés, az un. ,,alvearis
palyahoz’ (Deller és mtsai, 1996) tartoz6 entorhinalis axon jel6l6dott az alveus, str.
oriens, pyramidale és radiatum tertletén, amelyek analizise korreldt fény-, és

elektronmikroszkdpos modszerrel tortént (ennek részleteit lasd az el6z6 fejezetben).
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Sokkal nagyobb mennyiségli rost jelolodott a str. lacunosum-moleculare-ban,
amelyeken szisztematikus random mintavételt hgjtottunk végre a disector modszer
alapjan (Sterio, 1984; Coggeshall és Lekan, 1996). A CAL str. lacunosum-moleculare
teriiletébdl blokkokat &gyaztuk at, amelyekb6l 60 nm vastag ultravékony
sorozatmetszeteket készitettlink. Egymas utan kovetkezd sorozatmetszet-pérokat
valasztottunk, amelyeknek az els6 tagjat (referenciametszet) szisztematikusan &néztik,
és argtatadlt, jelolt terminalisok dtal |étesitett szinapszisokat megkerestik a metszet-
pa méasik tagjan (,look-up” metszet). A disector modszer Iényege alapjan (Sterio,
1984), amennyiben az adott szinapszis lathatd volt a masodik metszeten is, akkor nem
vettilk a mintaba. Ha a szinapszis mar eltiint a masik metszeten, akkor a mintaba kerdilt.
Mivel igy csak azokat a szinapszisokat szamoltuk, amelyek a referenciametszetben
kezdédtek (és minden szinapszis esetében csak egy ilyen metszet |ehetséges),
dkerlltik, hogy a mintavételiink a nagyobb szinapszissal rendelkezé boutonokat
preferalvatorz legyen.

4.14. Statisztika

A kiilonb6z6 glutamaterg palyak (CA1 ¢és CA3 piramissejtek axonjai €s
entorhinalis rostok) kiilénb6z6 posztszinaptikus célelemeinek (piramissgjt, interneuron)
gyakorisagat X? teszttel hasonlitottuk Ossze. A statisztikai elemzéshez a tiiske és
dendritdg célelemeket Osszevontuk mind a piramissgit mind az interneuron
kategériaban. A nem azonositott célelemeket kizartuk az analizisb6él. A null-hipotézist
akkor vettetttk e, ha a P étéke 0,05 aatt volt, és ilyenkor a kilonbséget
szignifikansnak tekintettik. A statisztikai teszteket a STATISTICA (Statsoft) software
csomag segitségével végeztik €. A HS sejitek bemeneti denzitédsanak elemzése sorén
nem vegeztink statisztikai teszteket, mivel az egy csoportba tartozd mintavétel ezett
dendritek és szdmak szama a 3-dimenzios elektronmikroszkOpos mintavétel idéigénye

miatt alacsony volt (n=3-7 dendrit/csoport; n=2-4 szGmalcsoport; 5. és 6. tablazat).
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5. EREDMENYEK

5.1. A CA1 ré&gio glutaméterg payainak szinaptikus kapcsolatai

In vivo és in vitro sgjtjeldlési modszerek és korrelat elektronmikroszképos
vizsgdlat tarsitdsdval meghatéroztuk a CA1 régidba érkezé harom 6 serkenté bemenet
(a Schaffer kollaterdisok, az entorhinalis axonok és a CA1 piramissejtek lokalis rostjai)
atal beidegzett piramissgjt-, és interneuron célelemek egyméshoz viszonyitott arényat.
A megjeldlt glutaméterg payak posztszinaptikus célelemeit sorozatmetszeteken
keresztil kovettik, és kordbban publikat kritériumok aapjan, ultrastruktarais
morfologigjuk alapjdn azonositottuk (lasd a Modszerek fejezetben; Gulyas és mtsal,
1999; Megias és mtsai, 2001). A mddszer validdésa cdjabdl kilenc, ultrastruktaralis
bélyegel alapjan interneuronnak azonositott dendriten bedgyazas utani GABA-€lleni
festést hajtottunk végre, mad Osszehasonlitottuk az egységnyi fellletre jutd
aranyszemcsék szdmét az ugyanazon metszeten taldhatd piramissgt dendritnek
azonositott profilokéval. Az aranyszemcsék denzitésa szignifikdnsan magasabb volt a
kilenc dendriten mint a piramissejt dendriteken (Mann-Whitney U teszt; P<0,0005), ami

igazoltaamorfologiai kritériumok alapjan torténé azonositas alkalmazhatosagat.

5.1.1. A CA1 piramissejtek lokalis rostjainak fo posztszinaptikus célelemei
interneuronok

A CAL1 piramisrétegében egyedi sejteket toltottink fel akut szeletben in vitro,
vagy adltatott &latban in vivo juxtacelluldris technikdval. Kordbbi leirdsoknak
megfeleléen ajeldlt piramissejtek axonagait a subiculum tertiletén-, valamint a CA1 str.
oriensben lehetett megfigyelni, ahol tobbségik az alveussal hataros szakaszon, a
réteghatarral parhuzamosan futott (6.A dbra; Ramon y Cajal, 1911; Lorente de No,
1934, Knowles és Schwartzkroin, 1981b; Tamamaki és mtsai, 1987; Tamamaki és
Nojyo, 1990). A posztszingptikus interneuronok-, és piramissejitek aranyanak
meghatarozésa céljabol a CAL régidban taldt jeldlt axonokon korreldlt fény-, és
el ektronmikroszkopos vizsga atot hajtottunk végre.
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Az in vitro, biocytinnel toltott sejtek (n=41 szinapszis, n=2 alat és sgt)
boutonjainak ttbbsége, (a szinapszisok 65,9%-a) interneuronokat idegezett be (3.
tablazat, 6. dbra). Ezen beliil a célelemek féleg az interneuronok dendritagai (63,4%;
6.B &bra), ritkabban azok tiské (2,4%); voltak. A megvizsgalt szinapszisok 29,3%-a
esetében ajelolt termindlisok piramisseitek tlskéivel |étesitettek szinaptikus kapcsolatot
(6.C &bra). 4,9%-t a posztszinaptikus célelemeknek nem sikerlilt azonositanunk.

Korébbi kdzlemények szerint a szeletkészités soran megvatozott korilmenyek
[a hypoxia kovetkezményei (Siklos és mtsai, 1997), a szinaptikus kapcsolatok egy
részének elvesztése stb.] modosithatjak az egységnyi agyterlletre jutd tiskék és
szinapszisok szamét (Kirov és mtsai, 1999; Fiala és mtsai, 2003; Kirov és mtsai, 2004;
Bourne és mtsai, 2007). Mivel ez egy(tt jarhat a szeletben taldhatd axonok célelem-
szelektivitasanak valtozésaval, az in vitro jeldlt sgjitek analizisébol kapott eredmények
ellendrzése céljabol a vizsgalatot megismételtiik in vivo toltétt CAL1 piramissetek
kollaterdlisan (n=130 szinapszis, n=4 dlat, n=1, 1, 2 és 4 sgt/dlat). A kapott
eredmények hasonldak voltak a szeletekben mért értékekhez (X2=1,159; P=0,259): a
jelolt terminalisok nagy része interneuronokkal |étesitett szinapszist (53,8%-a az 6sszes
szingpszisnak). A célelemek 46,2%-ban interneuronok dendritdgal és 7,7%-ban
interneuron tlské voltak (6.D dbra). A szinapszisok 39,2%-a esetén piramissgjt volt a
posztszinaptikus partner. Utdbbi termindlisok piramissejt tuskékkel szinaptizéltak
egyetlen bouton kivételével, amely egy piramissgit vékony dendritagat idegezte be
(1,5%). Az in vivo mintankban a posztszinaptikus célelemek 6,9%-t nem tudtuk
azonositani. A 125 vizsgalt boutonbdl 6t (4%) két célelemmel is rendelkezett, amely két
esetben két interneuron dendritagnak bizonyult, egy-egy esetben pedig két piramissejt
tlske, egy piramissgt tliske és egy interneuron dendritdg tovabba egy piramisset tiske
€s egy nem azonositott posztszinaptikus elem volt.

A Dbeidegezett interneuronok ultrastruktardlis morfolégiga a horizontdis
interneuronokéra (koztik a HS sejtekére, 1asd késébb) emlékeztetett: dendritagaikra
nagy szamu aszimmetrikus szinapszis érkezett, és gyakran rendelkeztek tiuskéekkel is,
amelyeket szintén aszimmetrikus szinapszist formal 6 terminalisok boritottak (6.D ébra).

Fontos megjegyezni, hogy a vizsgalt in vivo jeldlt sgjtek a céledlemek eloszlasa
alapjan heterogén csoportot képeztek (3. tablazat; X?=27,965; P<0,0001).
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3 Tablazat. A CAI régio glutamdterg bemeneteinek posztszinaptikus célelemei — az

osszes mintavételezett szinapszis dsszefoglalo tablazata

Forrds: Takacs és mtsai, in press, modositva.

Allat

Posztszinaptikus célelemek

Nem
azonosito Vizsgalt Piramissgjt Interneuron azonosi-
Palya széma . szinapszi- tott
Gelolés)  (sojtek  REeIE) g
szama/ szama shaft + shaft +
allat) shaft  tlske tuske shaft  tiske tuske n (%)
(%) (%)
CAl 11/07/95 s.0./aveus 31 1 8 9(29) 21 0 21 (67,7) 132
piramis- @)
sgjt 14/01/93 s.0./alveus 10 0 3 3(30) 5 1 6 (60) 1(10)
lokdlis (€]
kollateré
lis(in
vitro)
CAL C13(2)  sol/aveus 34 1 6 7(206) 20 5 25(735) 2(59)
P r;’].‘:'s’ Cl4(4)  solaveus 58 0 34 34(s86) 17 1 18(31)  6(10,3)
lokdlis
vollaers B2 s.o./alveus 19 0 1 1(5,3) 15 3 18(94,7) 0
'\'/ISV((');‘ ®8(1)  solaveus 19 1 8  9@4r4 8 1 9@74)  1(53)
11/07/96 so. 37 0 35  35(9%4,6) 2 0 254 0
(1)
Schaffer 21/08/96 S.0. 6 0 6 6 (100) 0 0 0 0
kollater& 1)
lis(in 07/08/96 s.o./alveus 3 0 2 2 1 0 1 0
vitro) 0]
26/02/97 Sr. 24 1 21 22(91,7) 2 0 2(83) 0
(1)
Entorhi-  animall sl-m. 43 1 44 45(938) 3 0 3(6,3) 0
nélis
axonoka  animal2’ sl.-m. 46 2 41 43(935) 3 0 3(6,5) 0
sl.-m-
ban (in animal3’ sl-m. 36 0 30 30(833) 5 0 5(13,9) 1(2,8)
Vvivo)
animall’ S, 5 0 5 5 (100) 0 0 0 0
sp. 14 0 14  14(100) 0 0 0 0
s.0./aveus 30 0 21 21 (70) 9 0 9(30) 0
Minden 49 0 40  40(816) 9 0 9(18,4) 0
réteg
Entorhi- animal2’ S, 18 0 13 13(72,2) 5 0 5(27,8) 0
nélis
axonok - s.p. 16 0 16 16 (100) 0 0 0 0
Alvearis
pélya(in s.o./alveus 19 0 12 12 (63,2) 6 1 7 (36,8) 0
Vivo)
Minden 53 0 41 4774 11 1 12 (22,6) 0
réteg
animal3’ Sr. 18 0 14 14(77,8) 4 0 4(22,2) 0
s.o./alveus 7 0 5 5(71,4) 2 0 2(28,6) 0
Minden 25 0 19 19 (76) 6 0 6 (24) 0
réteg

": Tomeges jelolés PHAL palyajelol6 anyaggal, s.1.-m.: stratum lacunosum-moleculare, s.o.: stratum oriens, s.p.: stratum
pyramidale, s.r.: stratum radiatum
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A CA1 piramisseijt lokalis kollateralis soma str. pyr.

str. ori.

AlS

A piramissejt tiiske

¢ interneuron dendritag/ tiiske alveus Y

6. Abra. A CAl piramissejtek rekurrens kollaterdlisai elsésorban interneuronokat
idegeznek be.

A: Egy in vitro jelolt CAIl piramissejt axonfdjanak elektronmikroszkdpban
tanulmanyozott részlete. A piramissejttiiskékkel szinapszist létesito boutonokat
nyilhegyekkel jeloltiik. A gyémant (O) szimbolumok az interneuron dendritigakat vagy
tiiskeket beidegzo termindlisokat jelolik. Lathato, hogy az elektronmikroszkopban
megvizsgalt boutonok tobbsége interneuron célelemmel rendelkezett. B: Egy biocytinnel
jelolt CAI piramissejt axonterminalisa (bl1) a CAI oriens rétegében aszimmetrikus
szinapszist létesit (fekete nyilhegy) egy interneuron dendritaggal (Id). A

posztszinaptikus dendritet a dendritagra érkezé nagyszamu aszimmetrikus szinapszis
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(fehér nyilhegyek) alapjan azonositottuk interneuronként. C: Egy biocytin-tartalmi
bouton (b2) beidegez (nyilhegy) egy piramissejttiiskét (s, nyil). A tiiske vékony nyaki
résszel csatlakozik a dendritighoz, amely a piramissejtekre jellemzéen nem kap
aszimmetrikus bemenetet. D: A CAl piramissejtek célelemei kozott interneuron-tiskeket
is talaltunk. Egy neurobiotinnal in vivo megjelolt CAl piramissejt terminalisa (b3)
aszimmetrikus szinapszist formal (fekete nyilhegy) egy aszimmetrikus szinapszisokkal
surtin beboritott (fehér nyilhegyek) interneuron dendrit (Id) tiiskéjével (sl). Az
interneuron mindkét lathato tiiskéje (s, s2) tobb aszimmetrikus szinapszist is fogad
(nyilhegyek), amely nem jellemzo a CAIl piramisejtek tiiskéire. AIS: axon inicidlis
szegmentum, str. pyr.: stratum pyramidale, str. ori.: stratum oriens. Skalak: A: 100 um;
B, C, D: 0,5 um.

Forrds: Takdcs és mtsai, in press, modositva.

5.1.2. A Schaffer kollateralisok tulnyomér észt piramissejteket idegeznek be

Az in vitro jeldlt CA3 piramissgjtek (n=4) axonjai a CA3 terlletén adtak
boutonokat hordozd rekurrens axonagakat, és Schaffer kollateralisaikkal a CA1 régio
oriens és radiatum rétegébe vetitettek (Schaffer, 1892, Ishizuka és mtsai, 1990; Li és
mtsai, 1994).

A korreldt fény-, és eektronmikroszkdpos vizsgdlat szerint a Schaffer
kollaterdlisok posztszinaptikus célelemei (n=70 szinapszis, 46 a str. oriensbél és a 24 a
str. radiatumbdl) tulnyomo tébbsegben, 92,9%-ban piramissgt tiskek voltak (7.A-C
abra, 3. tablazat). A szinapszisok 7,1%-a esetében interneuron dendritdg volt a
posztszinaptikus partner (7.A és D abra). Hé& esetben (11,1%) a jel6lt boutonok két
szinapszist is |étesitettek, két kilonbodzé tiiskével (7.C &bra). A vizsgat CA3
piramissgitek a céelem-eloszlas aapjan homogén populéciot képeztek (3. tablazat;
X?=3,02; P<0,2209).
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A

Schaffer kollateralis o\ .« 4

CA1 str. ori.
A piramissejt tiiske
& interneuron dendritag

7. Abra. A Schaffer kollaterdlisok f& célelemei piramissejtek.

A: Egy in vitro jelolt CA3 piramissejt axon elektronmikroszkopban tanulmanyozott
reszlete. A piramissejttiiskékkel szinapszist létesité boutonokat nyilhegyekkel-, az
interneuron dendritagakat beidegzé termindlisokat gyémant (0) szimbolumokkal
jeloltiik. B: Egy biocytinnel jelolt CA3 piramissejt termindlisa (bl) aszimmetrikus
szinapszist létesit (nyilhegy) egy piramissejt tiiskéjével (s). A tiiske nyaki része
kapcsolodik a piramissejt dendritaghoz (Pd), amelyre a CAL piramissgtek dendritjeire
Jjellemzoen nem érkezik aszimmetrikus szinapszis. C: Egy biocytinnel jelolt bouton (b2)
ket piramissejt tiiskét is beidegez (s), amelyek koziil az egyik ezen a metszeten
csatlakozik egy piramissejt dendritighoz (Pd). Az aszimmetrikus szinapszsok
posztszinaptikus denzitasaira nyilhegyek mutatnak. D: A képen lathatd biocytinne! jelolt
bouton (b3) posztszinaptikus céleleme egy interneuron dendrit (Id), amelynek

dendritagat az interneuronokra jellemzéen siiriin  beboritigk asZimmetrikus
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szinapszisokat formalé termindlisok (fehér nyilhegyek). Skalak: A: 100 um, B-D: 0,5
pm.

Forrds: Takdcs és mtsai, in press, modositva.

5.1.3. Az entorhinalis rostok Kiilonboz6 célelem-€loszlast mutatnak a str.
lacunosum-molecular e ter iletén és arétegen kivdl

A perforans palya CA1 régiot beidegz6 temporo-ammonicus rostjainak jel 6lése
céljabol anterograd palyajelolé anyagot, PHAL-t juttatunk a mediais entorhinalis
kéregbe. A beadés terlleten a DAB csapadék f6leg a medialis entorhinais kéreg
felszini rétegeit toltotte be.

A perforans palya tobb, anatomiailag €s funkcionalisan is elkiiloniild részbdl all,
amelyek az entorhinalis kéreg jol koriilhatarolhato teriileteirdl és rétegeibdl erednek
(Steward és Scoville, 1976; Amaral és Witter, 1989; Witter és mtsai, 2000; van Strien és
mtsai, 2009). A miitétt allatokban a medialis entorhinalis kéregb6l kiinduld palyak
jelolésével  kapott hippocampalis rostfestés megegyezett a fenti kdzleményekben
taldhato adatokkal. A rostok tobbsége a gyrus dentatus molekularis rétegének kozépso
harmadéban, a CA3 str. lacunosum-moleculare belsé felében, és a proximalis CAl (a
CA1 régi6 CA2 mdlletti része) lacunosum-moleculare rétegének teljes mélységében volt
megfigyelhetd.

Deller és mtsai (1996) kozleményével Osszhangban a CALl régidba tarto
entorhinalis axonoknak két Gtvonald lehetett megfigyelni: (i) A rostok tobbsége a
subiculumon athaladva lépett a CA1 teriiletére, és sliri axonfelh6ét képezett a proximalis
CA1 str. lacunosum-moleculare-ban. (ii) Sokka kevesebb axon érkezett egy méasik
iranybdl. Ezek az angularis kéteg (angular bundle) tertletén bekanyarodtak a
hippocampus felé, majd az aveuson keresztil futottak, amig elérkeztek a proximalis
CALl terlletére. Itt ées kanyart vettek, és radidlis irdnyban athaladtak a str. oriens, str.
pyramidale és str. radiatum rétegeken, majd csatlakoztak a str. lacunosum-moleculare-
ban taldhatd nagyszamu jel 6lt axonhoz. Ezek az un. alvearis pdyahoz (alvear pathway;
Deller és mtsai, 1996) tartozé axonok boutonokat hordoztak az alveus, a str. oriens, str.
pyramidale és str. radiatum terlleténis.
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A str. lacunosum-moleculare-ban jeldlt boutonok, illetve az alvearis paya
césgt-szelektivitasanak meghatarozédsa céljabol el ektronmikroszkopos vizsgélatot
végeztink. A str. lacunosum-moleculare-ban random maédon, a disector modszerrel
mintavételezett szinapszisok (n=130, 3 dalatbdl) tdlnyomd tobbsége, 90,8%-a
piramissejtekkel |étesitett kapcsolatot, mig 8,5%-a interneuronokat innervalt (3.
tablazat). A beidegzett piramissgtek 88,5%-a esetében tliske volt a célelem (8.A &bra),
mig 2,3%-a a szinapszisoknak piramissejt dendritagakon volt megfigyelhet6 (8.C abra).
Az interneuronok esetében csak dendritdgakon taldltunk jeldlt szinapszist (8.B ébra).
Desmond és mtsai (1994) kozleményével egyezéen mintankban a temporo-ammonicus
axonok kizérélag aszimmetrikus szinapszisokat képeztek (8. dora). A hdrom alat nem
volt kiillonb6z6 a str. lacunosum-moleculare-ban vizsgdt entorhinalis rostok
célelemeinek eloszlasa alapjan (3. tablazat; X?=2,044; P=0,3598).

Az avearis axonok jeldlt termindlisait (n=127 szinapszis) az alveusban, a Str.
oriensben (n=52), str. pyramidale-ban (n=30) és str. radiatumban (n=41) kis szamuk
miatt korreldt fény-, és elektronmikroszképos modon vizsgdtuk. A fénymikroszkopos
vizsgéalat soran  eldre  kivalasztott jelolt axonokat rekonstrudltunk az
elektronmikroszkdpban, sorozatmetszetek felhasznaasaval. A beidegzett profilok nagy
része esetiikben is piramissgjtek tlskéének bizonyult (78,7%; 8.E abra), de sokkal
magasabb szézalékban innervaltak interneuronokat (21,3%; 8.D &bra) mint a str.
lacunosum-moleculare-ban jelolt rostok (3. és 4. téblazat; X?=7,232; P=0,0048). A
szinapszisok féleg az interneuronok dendritagain helyezkedtek € (20,5%; 8.D ébra), de
egy esetben (0,8%) interneuron-tliskét is taldtunk a posztszinaptikus célelemek kozott.
Az avearis palya cdeem-eloszlasa adapjan a harom alat nem volt kiilonb6z6 (3.
tablazat; X?=0,417; P<0,8116).

53



DOI:10.14753/SE.2012.1768

8. Abra. Az entorhinalis axonok kiilonbozé ardanyban idegezik be a piramissejteket és

interneuronokat a CAI str. lacunosum-moleculare terlletén és a rétegen kiviil.

Al és A2: A str. lacunosum moleculare-ban a posztszinaptikus elemek tilnyomd része
piramissejt tiiske. Al: Két PHAL-jel6lt bouton (bl és b2) aszimmetrikus szinapszisokat
létesit (nyilhegyek) piramissejt tiiskékkel (s és s2). A két tiiske ebben a metszetben
csatlakozik egy-egy dendritighoz (Pd). Az A2 dbran megfigyel hetjik, hogy az Al részen
bemutatott bl bouton egy tovabbi szinapszist létesit egy kisebb méretii tiiskével (sl),

amely ebben a metszetben csatlakozik egy dendritighoz (Pd). Emellett az is lathato,
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hogy s2 tuskével létesitett szinapszis perfordlt (a posztszinaptikus denzitas két,
nyilhegyekkel jelzett, kiilondllonak tiino részre valik szét). Bl: Egy intereneuron
dendritaggal (Id) két PHAL-jel6lt bouton létesit kapcsolatot (b3 és b4). A b4 bouton
aszimmetrikus szinapszist formal (fekete nyilhegy) az interneuron dendritaggal, amelyre
tobb tovabbi (koztiik sok aszimmetrikus) bemenet érkezik (fehér nyilhegyek). B2: A b3
bouton a sorozat kovetkezé metszetén formal szinapszist (nyilhegy) a Bl dbran
bemutatott interneuron dendrittel. C: A str. lacunosum moleculare-ban ritkan
piramissejt dendritagakat is talaltunk az entorhinalis axonok célelemei kozott. Egy
PHAL-jel6lt bouton (b5) aszimmetrikus szinapszist formal a tiskéi alapjan
piramissejtként azonositott dendritiggal (fekete nyilhegy). Az dbran megfigyelhetink
egy, a jelolt bouton dltal beidegzett dendritaghoz csatlakozo tiiskét is, amellyel egy
jeloletlen bouton létesit aszimmetrikus szinapszist (fehér nyilhegy). D-E. Az alvearis
palya str. lacunosunm-moleculare-n kivili rétegekben megvizsgalt rostjai gyakrabban
innervalnak interneuronokat a str. lacunosum moleculare-ban tanulmanyozott
axonoknal. D. Egy PHAL-al jelolt alvearis axon boutonja (b6) aszimmetrikus
szinapszist képez (fekete nyilhegy) egy interneuron dendritaggal (Id) a str. oriensben. A
dendritagra tovabbi aszimmetrikus bemenetek érkeznek nem jelolt boutonoktol (fehér
nyilhegyek). E: Egy jelolt alvearis axon termindlisa (b7) egy piramissejttiiskét (s) idegez
be aszimmetrikus szinapszissal (nyilhegy). A bouton mellett egy piramissejt szomdjanak
részete (Ps) lathato. Skaldk: 0,5 um.

Forrds: Takdcs és mtsai, in press, modositva.

5.1.4. A CA1 régio glutamaterg bemeneteinek statisztikai 6sszehasonlitasa

A dtatisztikai elemzés kimutatta, hogy a CA1 piramissejtek lokais célelemei
kozott szignifikansan nagyobb aranyban taldtunk interneuronokat (az Gsszes célelem
56,7%-a), mint a harom mésk vizsgalt padya esetében (Schaffer kollaterdlisok,
entorhinalis rostok a str. lacunosum-moleculare-ban és alvearis palya), amelyek foleg
piramissejteket idegeztek be (4. téblézat, 9. &bra). Az entorhinalis rostok két kiilonboz6
utvonalon érkez6 csoportja szignifikansan kilonb6zott egymastol (4. téblazat, 9. abra):
az alvearis pdya str. lacunosum-molecularen kivil mintavételezett axonjai nagyobb

szazalékban idegeztek be interneuronokat (21,3%) mint a str. lacunosum-moleculare-
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ban mintavételezett entorhinalis rostok (8,5%). Az advearis paya a Schaffer
kollaterdlisokkal dsszehasonlitva szintén szignifikdnsan nagyobb szézalékban innervalt
interneuronokat (21,3% vs. 7,1%, 4. tablazat, 9. dbora). A Schaffer kollaterdlisok nem
klonboztek szignifikansan a posztszinaptikus piramissegjtek ésinterneuronok aranyaban

astr. lacunosum-moleculare entorhinalis rostjaitél (4. tablazat, 9. dbra).

100 -

B piramissejt

@w
(=]
1

% O interneuron

[] nem azonositott
70 9
60 1
50 4
40

30 4

20 4

Posztszinaptikus célelemek aranya (%)

Nl Emil SEE

Palya CA1 piramissejt axonok Schaffer Entorhinalis Alvearis

kollaterdlisok axonok (entorhinalis)
palya

Reéteg(ek) s.0. /alveus S.0.+S. T. s.l-m. s.0.*s.p.+s.n

Allatok szama n=2 n=4 n=4 n=3

Sejtek szama n=2 n=8 n=4 tomeges jeldlés

Szinapszisok szama n=41 n=130 n=70 n=130 n=127

Jelolés tipusa in vitro in vivo in vitro in vivo

9. Abra. A CAI régié hdarom fG glutamdterg bementének célelem eloszlisa

Az oszlopdiagram az adott in vivo vagy in vitro jelolt palya osszes megvizsgalt
szinapszisanak ardnyaban mutatja a piramissejteket beidegzé szinapszisok szdzal €kos
arényat fekete-, az interneuronokat innervalé szinapszisokét pedig szirke szinnel. A
fehér oszlopok azon szinapszisok aranyat jelolik, amelyek posztszinaptikus célelemeit
nem tudtuk azonositani. Roviditések: s.o.: stratum oriens, s.r.: stratum radiatum, S. |-m:
stratum lacunosum-mol eculare.

Forras: Takacs és mtsai, in press, modositva.
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4. Tablazat. A CAI régio kiilonbozd glutamadterg palydinak statisztikai
osszehasonlitasa posztszinaptikus célelem-szelektivitds alapjan

Forras: Takacs és mtsai, in press, modositva.

. . CAL1 piramissgjt Schaffer Entorhinalis axonok
Gluamatergpdya | ok Kollaterdlisok (s.1.-m)
Schaffer
kollaterdlisok X°=54,289; P<0,0001
Entorhinalis axonok
(s.1.-m)) X°=80,619; P<0,0001  X*=0,9431; P=0,7928
Entorhinalis axonok
(alvearis pélya) X?=43,127; P<0,0001 X?=5,618; P=0,0092  X°=7,232; P=0,0048

A statisztikailag szignifikans killonbséget vastagon szedett betiikkel jeleztiik. S. |.-m.: stratum
lacunosum-moleculare.
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5.2. A HS sgjtek szinaptikus kapcsol atai

5.2.1. HS sejtek tipusai és elofordulasi helyiik

A HS sgjtek morfolégiai vizsgdata céljabol BDA-t juttatunk a MS-DB-be (n=8
patkany), amely retrograd Uton megjeldlte az erre a teriiletre vetitd sejteket. A jel6lt
sejtek eléfordulasi teriilete megegyezett az irodalmi adatokkal (13.D &bra; Alonso és
Kohler, 1982; Toth és Freund, 1992; Gulyas és mtsai, 2003; Jinno és mtsai, 2007). A
fenti kozleményekkel 6sszhangban HS sejteket a CA1-3 régié oriens- és alveus
rétegeiben, a CA3 str. radiatum terlletén és a hilusban, ritkdbban pedig a str.
lucidumban taldtunk. Nagyon ritkdn a CA3 piramisrétegében is lehetett lani jel6lt
Sejteket.

A felvett BDA mennyiségétdl fiiggden a HS sejtek kiilonb6zé mértékben
jelolédtek. Bizonyos sgjtekben csak BDA-t tartalmazd lizoszOmakat |ehetett
megfigyelni, amelyek granularis jel6lést adtak a szomaban és a proximalis dendritekben
(13.B &bra), mig més sejteknek a teljes dendritfga kirgjzolodott (pl. 11.C ébra). Az
utobbi sgjteknek fénymikroszkdpban lathatdak voltak atiské is (11.C és12.C &ora). Az
erOsen feltoltott sejtek alapjan két morfologiai tipust hatdroztunk meg, a stirtin-tiskés-
(densely-spiny), és a ritkan-tiskés (sparsely-spiny) HS segjtek csoportjat, amelyek
elhelyezkedésiik alapjan is elkilonlltek.

5.2.1.1. A CAI régio HS sejtjei ritkan-tuskések

Korébbi kdzleményekkel dsszhangban a jeldlt HS sgjtek a CA1 terlletén belll
kiz&rOlag a str. oriensben és az alveusban fordultak el6, leggyakrabban a két réteg
hataran (10.A, 13.D és 17.A ébra; Alonso és Kohler, 1982; Téth és Freund, 1992;
Gulyés és mtsai, 2003; Jinno és mtsai, 2007). Tobbsegiuknek nagymeéretii [203+£57 (SD)
um?® &metszeti tertllet], hosszikés alak(, horizontdlis irdnyban enylt széméga volt,
amelybdl 3-6 (4.4£0,8) kiilonb6z6 atmérdji dendrit eredt (10.A, 14.B, és 17.A &bra). A
sgitek teljes dendritfga a str. oriens és az alveus terlletére korlatozodott, tovabbi
rétegekbe atlépé dendritégakat nem lehetett megfigyelni. A hossz(, horizontalis

iranyban elnydl6 dendritek ritkan agaztak el, és a dendritfa 3-dimenziés rekonstrukcio
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(n=3, 10.A és 17.A &bra) dapjan azonos tavolsagra (700-800 um) terjedt a septo-
temporalis és medio-lateralis irdnyokban. A proximalis dendritek mindig simék voltak,

mig a distalis agakon elkiiloniilé fg és nyak résszel nem rendelkez6 rovid tiiskéket

lehetett elszortan megfigyelni.

10. Abra. Kiilonbozd tipusii HS sejtek réteg-specifikus horizontdlis dendritfija

Al-2: Egy BDA-jelolt CAIl str. oriensben elhelyezkedo ritkan-tiskés HS sejt
dendritfajanak 3-dimenzos rekonstrukcioja két kiilonbozé nézetbsl. B1-B2: Egy a CA3
str. lucidumban talalhatdé BDA-jelolt siiriin-tiiskés HS sejt 3-dimenziés rekonstrukcidja
ket kiilonbozo nézetbol. Az A2 és B2 inzertjéen megfigyelheto a ket sik, amelybdl a ket
nézet készillt. Az A1 és Bl sikot fehér téglalappal, az ezekre merdleges A2 és B2 sikot
pedig sziirke téglalappal jeloltiik. A szomak elhelyezkedését az inzerten piros péttyel
Jjeloltiik. A tuskéket nem abrézoltuk. Ldthato, hogy mindkét sejt dendritfdja szigoru
réteg-specificitast mutat: a CAL ritkan-tlskés HS sejt osszes dendritje kizardlag a str.
oriens/alveus rétegekben talalhato, mig a CA3 suiriin-tiiskes HS sejt teljes dendritfaja a
str. lucidumban helyezkedik el. Emiatt a dendritfa a rétegre merdleges sikban (A1 €S
Bl1) ,, Y iranyban” keskeny, az azzal parhuzamos sikban viszont mind X mind Y iranyba
kiterjed. A hippocampalis glutamaterg palyak réteg szerinti elhelyezkedésének

koszonhetoen a sejtek jellegzetes dendritfaja meghatarozza bemeneti tulajdonsagaikat:
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mig a CAI str. oriens/alveus hatdron talalhaté ritkan-tiiskés HS sejt szinaptikus
bemeneteinek tobbséget valosziniileg a CAI piramissejtektol kapja addig a str.
lucidumban talalhato strin-tiiskés HS sejtet szinte kizarolag a szemcsesejtek moharost
termindlisai idegezik be. A 3-dimenzés rekonstrukcio az ARBOR program segitségével
készilt. 4 dendritfik helyzetének kiilonbozé sikokban valo konnyebb azonositdisa
kedveért egy-egy dendritet csillaggal és nyillal jeloltiink mindkét sejt esetében. A
dendritek kiilonbozé szinel a vastagsdagukat jelolik (piros: vastag, zéld: kozepesen
vastag, sarga vékony). Roviditések: alv.: alveus; luc.: lucidum; ori: oriens; p:
pyramidale; str.: stratum. Skala: 100 um.

Forras: nem publikalt sajat abra.

5.2.1.2. A HS sejtek mindkét tipusa eldfordul a CA3 régidban

A CA3 teriletén a str. lacunosum-moleculare-t kivéve minden rétegben talaltuk
a MS-DB-be vetitd sejtet, amelyek morfologiaja jellemz6é volt az adott rétegre (11.
abra).

A str. oriensben és alveusban taldhatd HS segitek morfoldgiga hasonlo volt a
CA1 HS sgjitekéhez, de kisebb eltéréseket megfigyelhetiink a két terllet sgjtjel kozott. A
CAS dir. orieng/salveus terlletén taldhatd HS sejtek mérete valamivel nagyobb volt,
mint a CA1 HS sejteké [299+83 (SD) um’ ametszeti teriilet; két-mintés t-teszt, P=
0,0005]. Bér dendritjelk tdbbsége horizontdlis iranya volt, a CA1 HS sejtekével
ellentétben atléphettek a str. pyramidale-ba és lucidumba, és elérhették a str. radiatumot
iS.

A dtr. radiatumban 1év6 sejtek tobbsége nagy szOméval rendelkezett [343+96
(SD) pm? &metszeti teriilet], amely a str. lucidum hatéréhoz kozel helyezkedett el. A
dendritf§uk multipolaros volt, 2-6 (4.7+1) sima felszinii proximalis dendrittel, amelyek
ataldban rogton a szoma mellett agaztak el, és minden iranyba futhattak (11.A abra).
Gyakran keresztezték a str. lucidum és pyramidale terliletét is, majd elagaztak a str.
oriensben, és ak& az aveusha is beléphettek. Distalis dendritjelk dtaldban ritkésan
elszort tuskeket hordoztak, de lehettek simak és varikozak is. A kiilonb6zé tipust
distalis dendritek egyazon sejt esetében is eléfordulhattak. A tiiskék siiriségének
megfeleléen ezeket a sejteket a CA1-3 str. oriensben taldhatdé HS sejtekkel egyitt a
ritkan-tliskés HS sgjtek csoportjaba soroltuk.
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11. Abra. A HS sejtek
morfoldgiailag heterogén
csoportot alkotnak CA3 teriiletén.
A: A CA3 régio kiilonbozo tipusu
HS sejtjeinek camera lucida rajza.
A str. oriensben (4. és 5. sejt) és
alveusban (6. sejt) talalhato HS
setek a CAl HS sejtjeihez
hasonlitanak: horizontalis tiskét
nem hordozé proximalis-, €S

ritkan-tiskés distalis dendritekkel

rendelkeznek, amelyek foleg az oriens és alveus rétegben huzodnak. A CA3 teriiletén a
CAI régioval ellentétben a str. radiatumban is vannak HS sejtek (1. és 2. sejt), amelyek
dendpritjei az oriens és alveus rétegben taldalhato HS sejtekéhez hasonloak (tiiske-mentes
proximalis-, ritkan-tiiskés vagy varikoz distalis dendritek). Ellentétben viszont az oriens
és alveus HS sejtjeivel dendritfajuk nem horizontdlis, hanem minden iranyban kiterjed
és eléri az osszes reéteget. A str. lucidumban figyelheto meg a sokkal ritkabban
elofordulo siirin-tiskés HS sejtek csoportja (3. sejt), amelyeknek oOsszes dendritje és
szomaja is hosszu tiiskeket visel (C, nyilhegyek). A sejteket kiilonbozé 80 um-vastag
metszetekbol rajzoltuk ki (egy-egy metszet/sejt), majd a rajzokat egymdsra vetitettiik. Az
abran a dendritek vastagsagat és a tiiskék hosszat megnoveltiik, a tiiskék stiriséget
pedig csokkentettiik a jobban lathatosag kedvéért. B: A fénymikroszkopos felvételen egy
CA3 str. radiatumban elhelyezkedo HS sejt lathato, amelynek szomdjat és proximalis
dendritjeit nagy, BDA-jeldlt (valosziniileg septo-hippocampalis) boutonok veszik koriil.
A nyillal jel6lt termindlisokat elektronmikroszkopban ellenoriztiik. Mind a hét bouton
szinapszist létesitett a HS sejttel és GABA-poztiv volt. C: A camera lucida rajzon
abrazolt stiriin-tiiskés sejt (3.) féenymikroszkopos képe. Hosszu tiiskék boritjak a sejt str.
lucidumban elhelyezkedo teljes dendritfdjat és szomdjat (nyilhegyek). Ugyanezen sejt 3-
dimenzios rekonstrukcidja a 10. B dbrdn ldthato. Roviditések: str. luc.: stratum
lucidum, str. ori.: stratum oriens, str. pyr.: stratum pyramidale, str. rad: stratum
radiatum. Skalak: A: 100 um; B és C: 10 um.

Forrds. Takacs és mtsai, 2008.
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Egy ezektdl teljesen eltérd sejttipust talaltunk a CA3 str. lucidum teriiletén,
amely teljes dendritfgat és szomgét hosszu, néhol elagazo tiiskék boritottdk (11.A ésC
abra). Ennek megfeleléen stirin-tiiskés HS sejteknek neveztiik 6ket. Ez a tipus
horizontalis dendritfaval rendelkezett, amely néhany vastag proximalis-, és ezekbdl
elagazo, kanyargos vékonyabb dendritekbdl allt, melyek stir(i halozatot képeztek a str.
lucidumon beliil (10.B abra). Tovabbi rétegekbe ezek a dendritek nem |éptek at, igy a
dendritfa emlékeztetett a CA1l oriens HS sgtjeinek dendritfgara (10. dbra). A
mintdnkban ennek a tipusnak a képviseldi sokkal ritkabban fordultak eld, mint a ritkan-

tiiskés HS sejtek.

5.2.1.3. 4 hilaris HS sejtek csoportja heterogén

A hilaris HS sejtek dendritjei dtaldban a hilus terlletére korlaozodtak, és csak
ritkén |éptek & a CA3c arégioba (12. &ora). A hilusban a ritkén-tliskeés, és stirtin-tliskés
sgjitek csoportja nem vat e olyan élesen mit az ammonszarv terlletén. A két tipus
egyikébe egyértelmilen besorolhatd sejteket is talaltuk, de a sejtek tobbsége koztes
bélyegeket mutatott: VAtozd mértében tlskés proximalis és distalis dendritekkel
rendelkezett (12.C édbra), de a szémgan nem voltak tlskék (12.B &bra). A CA3c
terlletén a hilus segjtjeihez hasonl6 morfol6gigu sejteket taldtunk. A hilaris sejtek
szoémagjabdl 3,6+0,9 (SD) dendrit eredt, szOma- keresztmetszetik terllete pedig 262+67
um? (SD) volt.
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12. Abra. A gyrus dentatus
hilusaban talalhato HS sejtek

A: A hilaris HS sejtek dendritjei
szinte kizarolag a hilus terletére
korlatozodnak, és csak ritkan
lépnek be a CA3c teriiletére (4.
sejt). A stiriin-tuskés HS sejtek (1.
és 4. sejt) tiiskés szomaval és
dendritekkel  rendelkeznek. A
hilaris HS sejtek tobbségenek
tuske-mentes szomaja és tuskés

dendritjei vannak (3. sejt). A hilus

teriletén kevésbé gyakoriak a ritkan-tiiskés HS sejtek. Ezeknek csak a distalis
dendritjein lehet talalni ritkén elszort tliskéket. A ritkan-tliskés sejteket tipikusan BDA-

jelolt (valosziniileg septo-hippocampalis) boutonok fedték (B). A stiriin-tiskés sejteken
sokkal ritkabban talalni BDA-jelolt boutonokat. A sejteket kiilonbozé 60- (1-3 sejt),

vagy 80 um-vastag (4 sejt) metszetekbol rajzoltuk ki (egy-egy metszet/sejt), majd a

rajzokat egymasra vetitettik. Az abran a dendritek vastagsagat és a tiiskék hosszat

megnoveltiik a tiiskét denzitasdt pedig csokkentettiik a jobban ldthatosag kedveért. B:

BDA-jelolt, valdsziniileg septo-hippocampalis boutonok egy ritkan-tiskés HS sejt

szémajan és proximalis dendritjein (nyilak). C: A camera lucida rajzon 4. jelzésii sejt

bekeretezett dendritszakaszanak fénymikroszkopos fotéja. A dendritet hosszi tlskék

(nyilhegyek) boritjak. Roviditések: str. gr.: stratum granulosum, str. pyr.: str.

pyramidale. Skdldak: A: 100 um, B és C: 10 um.

Forras: Takacs és mtsai, 2008.

5.2.2. A HS sgjtek reciprok kapcsolatban allnak a septo-hippocampalis sejtekkel

5.2.2.1. Az MS-DB-bdl érkezo jelolt rostok végzodési mintdzata a hippocampus

terdletén

A HS sgtek jeldlése céljabol az MS-DB terliletére juttatott BDA-t az axonok

nemcsak retrograd médon szallitottdk, hanem anterograd Uton is. Ennek kovetkeztében
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a mitott patkanyokban a HS sejtek mellett anterograd uton megjel616dott a septo-
hippocampalis palya is. Az ily médon a hippocampusban BDA-va feltoltott axonok
rétegenkénti eloszlasa és végzOodési mintazata megegyezett korabbi kdzleméynek
adataival, amelyekben a septalis axonokat anterograd payajel6lé anyaggal, PHAL-a
jel6lték meg (Nyakas és mtsai, 1987; Freund és Antal, 1988). A leger6sebb axonfestést
a hilushan és a CA3 oriens és radiatum rétegeiben, valamint a CA1 str. oriens alveushoz
kozel es6 harmadaban kaptuk (13.D abra). A legtdbb jel6lt axon nagy, a kollaterdlis
mentén szabalytalanul, csoportokban elhelyezkedé boutonokkal rendelkezett, ¢&s
gyakran kaszorost-szertien korbevette jeloletlen (vagy jelolt, lasd kés6bb) sejtek szomait
és proximalis dendritjeit, szinte teljesen kirgjzolva egyedi sejteket [, 1-es tipusi axon”
Nyakas és mtsai kozleményében, (1987); 13.A és B abral. Egy sokkal kevésbé siirii
rostkoteget |ehetett megfigyelni a str. lacunosum-moleculare és a str. radiatum hatéran,
ami csak nagyon ritkdn formalt periszomatikus kosarakat. A CA1 str. radiatumban,
CA1-3 dtr. pyramidale-ban és a CAl str. oriens belsé kétharmadaban gyengébb
axonfestést kaptunk, de itt is sok jel6lt kosarat taldtunk, amelyek egy-egy (a korébbi
kozlemeények alapjan GABAerg) sgjtet fontak kordl (13.D abra; Freund és Antal, 1988;
Gulyas és mtsai, 1990; Freund, 1992). A str. lacunosum-moleculare-ban csak nagyon
ritkan taldltunk jelolt rostokat. Kozvetlenlll a gyrus dentatus szemcsesgjtrétege folott és
molekuléris rétegében, valamint sokkal ritkabban az ammonszarv kiilonb6zé teriiletein
is apré boutonokkal rendelkezd axonokat is taldltunk. Ez a morfoldgia a cholinerg
boutonokra jellemz6 (,,2-es tipusi axonok” Nyakas és mtsai kdzleményében (1987);
Frotscher és Léranth, 1985).
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13. Abra. Az MS-DB és a hippocampus sejtpopuldcié-szintii reciprok kapcsolatban
dllnak egymadassal: a retrograd uton feltoltodott MS-DB-be vetito interneuronokat
beidegzik az anterogrdd tracerrel jelolt septo-hippocampalis axonok.

Al-3: A sarga-zold fluoreszcens mikrogyongyoket tartalmazo retrograd palyajelold
anyaggal feltoltodott HS sejteket koriilfonjak az anterograd palyajelélo anyaggal
(PHAL, piros) jelolt septo-hippocampalis boutonok (CA3, str. radiatum). B és C: A
BDA MSDB-be tortené beadasaval retrograd uton jelolt HS sejteket BDA-jelolt,
valosziniileg septalis eredetii termindlisok idegeznek be. Mig a fluoreszcens
mikrogyongyok csak a szomaban lathatoak, a BDA a felvett mennyiségtol fiiggden
kiilonbozdé mértékben kirajzolja a jelolt sejtek dendritfajat is (B és C, valamint 10. dbra)
D: A retrograd modon BDA-jelolt HS sejtek (kordk), BDA-jelolt, valosziniileg septalis
eredetii rostok (sziirke teriilet) és BDA-jelolt periszomatikus kosarak (x) eloszlasa a
hippocampusban. A septo-hippocampalis boutonokkal korbevett HS sejteket nyolcnél
kevesebb bouton esetében sziirkével, anndl t6bb termindlis esetében feketével jeloltiik. A
abra harom allat egy-egy metszetének egymasra rajzoldsdaval és egy Paxinos és Watson
atlaszabol szarmazo abra felhasznaldasaval (1998) késziilt. Lathato, hogy pericelluléris

septo-hippocampalis kosarakat a hippocampus szinte minden terdletén talalni,
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valamint, hogy szinte az osszes jelolt HS sejt beidegzést kap jelolt, valosziniileg septo-
hippocampalis axonoktol. Skaldk: 10 um.

Forrds: Takdcs és mtsai, 2008, modositva.

5.2.2.2. A HS sejteket dusan beidegzi a GABAerg septo-hippocampalis palya

A jeldletlen interneuronok mellett a BDA-jel6lt rostok boutonjai sok esetben
korbevették ajelolt HS sgjtek szomait és dendritjeit is (13.B-D és 14. abra). Esetiikben a
retrograd sejtjel 6lésnek koszonhetden a distalis dendriteket beidegzé boutonokat is meg
lehetett figyelni. Mivel a BDA anterograd Gt mellett retrograd moédon is
transzportalodik, nem dlithatjuk, hogy az 0©sszes jel6élt bouton az MS-DB-ben
elhelyezkedd sejttdl eredt. lrodalmi adatok szerint legaldbb héarom tovabbi eredete is
lehetett a jelolt axonoknak. i) A rostok lehetnek a retrogradan megjeldlt HS sejtek
lokdlis kollaterdlisa (Gulyas és mtsai, 2003). ii) és iii) Az axonok lehetnek a
supramammilaris nucleusban vagy a mediadis raphe magban tadhaté sgtek
hippocampusba vetit axonjai is, hiszen errdl a két teriiletrél ismert, hogy olyan sejteket
tartalmaz, amelyek a hippocampusba és az MS-DB terliletére egyarant vetitenek
(Borhegyi és mtsai, 1998; McKenna és Vertes, 2001).

Emiatt két kiilonbozo, egy kizarolag anterograd (PHAL)-, és egy csak retrogréd
iranyba szalit6do (sarga-zold fluoreszcens mikrogydngy) payajelolé anyagot adtunk be
az MS-DB-be (n=1), kiilonb6z6 beadasi pontokra. A Kkisérlet eredményeképpen
retrogradan megjel6l6dott sejtek és anterograd Gton megjelolddott axonok eloszlasi
mintazata megegyezett a fenn leirtakkal. A mikrogyongy felhasznalasaval csak a vetito
sgjtek szomai jelolhetok, a dendritfaba ez a jelold anyag nem terjed szé&t. A
mikrogyongyot tartalmazo HS sgjt szomak az ammonszarv és a hilus teriletén is kdrbe
voltak véve PHAL-la jeldlt septo-hippocampalis boutonokkal (13.A abra), megerdsitve
aBDA jeldléssel kapott eredményt.
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14. Abra. A ritkén-tiiskés HS sejtek septalis beidegzése rendkiviil erés: gdtlo

bemeneteik tobbsége az MS-DB-bél eredhet.
Al és A2: Egy hilaris ritkan-tiiskés retrogradan jelolt HS sejt és a rajta taldlhatéo BDA-

jelolt, valdsziniileg septalis eredetii termindlisok camera lucida rajza (Al) és
fénymikroszkopos felvétele (A2). Az Al inzertje a sejt elhelyezkedését mutatja (nyil). A3:

Az elobbi sejt szomajanak elektronmikroszkopos képe, amelyen lathato, hogy gatlo
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bemeneteinek tobbsége BDA-jelolt. Ezen a metszeten a szomadra kilenc BDA-jelolt
(GABA-pozitiv) bouton (csillagok) mellett csak egyetlen jeloletlen GABA-poztiv
termindlis érkezik (nyilhegy). A nyilak a sejttestre érkez6 GABA-negativ bemeneteket
jelolik. Fontos megjegyezni, hogy utobbi bemenetek ardnya a GABA-pozZitiv
terminalisokéhoz képest jéval nagyobb, mint amit a kép sugall, mert a GABA-negativ
boutonok meérete kisebb a pozitivaknal (Gulyas és mtsai, 1999), igy egy-egy GABA-
negativ bouton kevesebb metszetben lathatd. B1-3: Egy a CALl str. oriensben
elhelyezkedd, retrogradan jeldlt ritkan-tiiskés HS sejt szomdjat, proximalis dendritjeit és
axon inicialis szegmentumat BDA-jelolt boutonok idegezik be. A fénymikroszkopos foto
(Bl), a camera lucida rajz (B2) és az elektronmikroszkopos felvételek (B3 és 4)
bemutatjak, hogy egy BDA-jelolt axon harom boutonja (nyilak, bl,2,3) innervalja a HS
sejt axon inicialis szegmentumat (ais). Ugyanez az axon beidegzi a sejt szomajat és
proximalis dendritjét (,,prox den” a B3 dbran) is, ahogy az a B2 rajzon megfigyelheto.
B4: A nagy nagyitasu elektronmikroszkopos képen megfigyelheto, hogy a bl bouton
GABAerg (a pozitivitast aranyszemcsék igazoljak a bouton mitochondriuma felett), és
szinapszist létesit az axon inicidlis szegmentummal (nyilhegy). Az axon inicidlis
szegmentumot elektronmikoroszkopos sorozatmetszeteken keresztiil az axon kezdeti
szakaszat borito myelinhiively kezdetéig kovettiik. Az A3 és B3 dbran lathato minden
BDA-jelolt bouton GABA-pozitiv volt és a szomszedos metszeteken szinapszist formélt a
vele érintkezé HS sejttel. Skalak: Al, B2: 50 um; A2 és Bl: 10 um; A3: 2 um, B3: 1
um;B4: 0,5 um.

Forras: Takacs és mtsai, 2008, modositva.

A septo-hippocampalis pdlya féleg cholinerg és GABAerg sejtek rostjaibdl all
(Wenk és mtsai, 1975; Kohler és mtsai, 1984; Amaral és Kurz, 1985; Frotscher és
Léranth, 1985; Freund és Antal, 1988; Naumann és mtsai, 1992; Wainer és mtsai, 1993;
Sotty és mtsai, 2003), és Ujabb kdzlemények alapjan kisebb ardnyban glutaméterg
axonokat is tartalmaz (Sotty és mtsai, 2003; Colom és mtsai, 2005; Colom, 2006;
Henderson és mtsai, 2010; Huh és mtsai, 2010). Ahhoz, hogy megallapitsuk, hogy a HS
sejteket beidegz6 septalis boutonok milyen transzmitterrel rendelkeznek, bedgyazas
utani GABA-dleni immunarany festést végeztiink a HS sejteket beidegz6 BDA-jeldlt
termindisokon. A kiilonb6z6 hippocampalis régiokban és rétegekben fénymikroszkopos

szinten taldt 74 kapcsolatot 1étesité BDA-jel6lt bouton kdzil az e ektronmikroszkopos
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vizsgdlat alapjan mind szinapszist |étesitett a jeldlt HS sgjitekkel (n=36 dendriten, n=32
szOGméan, n=6 axon inicidlis szegmentumon), és 6t kivételével mind GABA pozitiv volt
(93%; 14.B4, 16.A2 és C abra). Ez utébbiak lehettek anegativak is, mivel a DAB
csapadék maszkirozhatja a GABA epitépokat. Egy méasik Iehet6ség, hogy a GABA-
negativ boutonok a septo-hippocampalis paya cholinerg vagy glutamaterg axonjaitol
eredtek. Az 6t negativ bouton kozil hdrom dendriteket idegezett be (egy a CA1 str.
oriensben, egy a CA3 str. oriensben és egy a CA3 str. lucidumban), ketté pedig
szoémaval szinaptizalt (egy astr. lucidumban és egy a hilusban, stirtin-tliskés sejttel).

A HS sejteket beidegz6 BDA-jeldlt boutonok tllnyomo tébbségének GABA
pozitivitdsa miatt kizarhattuk azt a lehetéséget, hogy supramammilaris eredetiiek
lennének, hiszen utébbiak a hippocampusban GABA-negativ- (Magloczky és mtsai,
1994), glutaméaterg/aszpartdterg axonok (Kiss és mtsai, 2000). Ezen kivdl irodalmi
adatok szerint a supramammilo-hippocampalis rostok ehelyezkedése csak az
ammonszarv CA2 és CA3a oriens rétegére valamint a gyrus dentatus supragranularis
régidjara korldtozodik, ahol csak principdis sejteket idegeznek be (Wyss és mtsal,
1979; Haglund és mtsai, 1984; Stanfield és Cowan, 1984; Vertes, 1992; Magloczky és
mtsai, 1994). A medialis raphe teriiletérdl érkez6 rostok szintén GABA-negativak, és
szerotonin- és/vagy glutamat transzmittert tartalmaznak (Varga és mtsai, 2009), igy
ezektél sem eredhet a mintankban 1évé BDA-jel6It (93%-ban GABA-pozitiv) boutonok
tobbsége. A HS sejtek axonjai viszont elvileg lehetnek a BDA-val jeldlt rostok kozatt,
mert ezek a neuronok GABAergek (Téth és mtsai, 1993), és fiatal patkanyokban a
septo-hippocampalis axonokhoz hasonlé médon (Freund és Antal, 1988), szelektiven
interneuronokat idegeznek be (Gulyds és mtsai, 2003). Eléfordulasuk esdlye a
mintankban viszont valdsziniileg alacsony, mert a magas glutaraldehid tartalmu
fixdova perfundalt dlatokban (amelyekben a HS segjtek bemeneteit vizsgaltuk) a
feltoltédott HS sejtek axonjait csak nagyon rovid szakaszon tudtuk kovetni a jeldlés
elhalvanyodésa miatt, mig az ugyanazon élatban a feltehet6leg anterograd Uton
jelolédott rostok erdsen jeldltek voltak. Ezenkivil a jel6lt boutonok tobbségének nagy
meérete is septalis eredetre utal (Eyre és mtsai, 2007).
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5.2.2.3. Aritkan-tuskeés és siiriin-tliskés HS sejteket septo-hippocampalis palya
kiilonbozd mértékben idegezi be

A BDA-va erésen jelolt HS sejtek septo-hippocampalis boutonokkal |étesitett
kapcsolatait vizsgélva azt figyeltik meg, hogy a jelolt boutonok siirtin korbevették a
ritkén-tliskés HS sejteket, minden rétegben, ahol azok el6fordultak (13. és 14. dbra). A
jeldlt boutonok szama egyetlen beidegzett sejten egy 60 um vastag metszeten belUl akér
90 db is lehetett, amit egy str. radiatumban elhelyezkedé ritkan-tiskés HS sgjten
taldtunk. A boutonok nagy része féleg a szomat és a proximalis dendriteket idegezte be,
de viszonylag gyakoriak voltak a distalis dendriteken is (11.B, 12.B, 13.A-C és 14.
abra). Tobb esetben a sgjtek feltételezett axon inicidlis szegmentuman is lattunk jelolt
termindlisokat (részletesebben késébb, 14. B dbra).

Ezzel szemben, a slirlin-tiskés HS sgjteken, a hilus és a lucidum tertiletén
egyarant csak elvétve lehetett megfigyelni jeldlt boutonokat. A maximalis boutonszam
60 um vastag metszeten belll esetikben nyolc volt, amit egy str. lucidumban
elhelyezkedo stirtin-tliskés sgjten figyeltink meg.

5.2.3. A HS sejtekre érkezo serkenté és gatlé bemenetek konvergenciaja

A ritkan-tiskés és stirlin-tliskés HS sgtek jellemzése és Gsszehasonlitasa
céljabal, a csoport kordbbi kézleményeiben alkalmazott médszerrel (Gulyas és mtsai,
1999; Megias és mtsai, 2001, Matyas és mtsai, 2004), GABA-ellen festett
sorozatmetszeteken alkalmazott elektronmikroszkopos rekonstrukcidéval meghatéroztuk
a kilonbozo rétegekben taldhatd HS sejtekre érkez6 GABA-pozitiv-, és negativ
bemenetek denzitésit. Ezeket az értékeket és a segjtek dAtalunk megmeért dendritfa
hosszat és szomafelszinét felhaszndlva megbecsiiltik a két tipus egy-egy jellegzetes
képvisel6jének, a ritkén-tiskés CA1 str. oriensben taldhatdé HS sgt-, illetve a siiriin-
tliskés CA3 str. lucidumban taldhatd HS sejt 6sszes bemeneteinek szamat.
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5.2.3.1. Aritkan-tiskés HS sejtek bemeneteinek elektronmikroszkopos vizsgalata

5.2.3.1.1. A ritkan-tiskés HS sgjtek dendritjeit beidegzé bemenetek

Elektronmikroszkop segitsegével rekonstrudltunk és megszamoltunk ismert
hossziisagi  dendritszakaszokon szinapszist 1étesit6 GABA-pozitiv és negativ
boutonokat (5. dsszefoglad-, és 7. részletes téblazat). Ezek aapjan kiszdmoltuk a
ritkan-tliskés HS sejitek 100 um dendrithosszara jutd input-denzitasét (5. téblazat), ami
Osszehasonlitva a korabban vizsgalt, CA1l régioban taldhaté interneuron-tipusok
adataival (1. tablazat; Gulyéas és mtsai, 1999; Méatyas és mtsai, 2004) nagyon magas volt
a hippocampus teljes tertiletén (248-437 bemenet/ 100um; 6sszehasonlitasként: az
alagos input denzitds 92, 105, 125 és 326 a cdretinin-, calbindin-, CCK-, és
parvalbumin-pozitiv interneuronok dendritjein a fenti két kozleményben). Ahogy jol
megfigyelheté a 15. &bran, a dendritek teljes felszinét beboritottak a rgjuk konvergad
termindlisok. A 3-dimenzids rekonstrukcion azt is lathatjuk, hogy vékony HS dendritek
nem szabalyos kor keresztmetszetlieck, hanem Kisebb-nagyobb kiemelkedéseket,
nyulvanyokat hordoznak, amelyek nagy szamu terminadlissal valo kapcsolatot tesznek
lehetévé (~330/ 100 pm). A hosszabb kiemekedések latszodnak tluskének a
fénymikroszképban. Ezekre a csupan egy glutamaterg bemenetet fogadd piramissejt
tlskékkel ellentétben (Megias és mtsai, 2001) k& GABA-negativ (ritkdbban egy
GABA-pozitiv) bemenet is érkezhetett. A kdzepes vastagsagu dendritek keresztmetszete
szabdyosabb, kor alaka volt, de esetiikben is magas input-denzitast meérttink (248-437/
100 pm).

A CAS3 dtr. radiatumban taldhaté HS sgiteken valamivel alacsonyabb input-
denzitast taldtunk, mint a CA1 HS sejteken (5. téblazat). Esetikben ez az érték réteg-
specifikus volt, ami azt jelentette, hogy a dendriteket siirtibben boritotték a terminalisok
a str. radiatumban (367 és 319 bemenet/ 100 um a kodzepesen vastag és vékony
dendriteken) mint a str. lucidumban (248 bemenet/ 100 pm kodzepesen vastag
dendriteken).

A GABA-pozitiv bemenetek szazaléka az Osszes, dendritre érkezé bemenet
aranydban hasonlé volt a kiilonb6z6 rétegekben vizsgélt ritkén-tliskés HS sejteknél
(12,7-15,3%), és nem tapasztaltunk kilonbséget a vékony-, és kbzepesen vastag
dendritek esetében (5. és 7. tablazat). A str. lucidumban taldhatd, gyengén GABA-
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15. Abra. A HS sejtek dendritjeit teljesen beboritjiik a rdjuk érkezd szinaptikus
bemenetek.

Az abran egy ritkan-ttiskés CA1 HS sejt vékony distalis dendritszakaszanak 3-dimenzios
rekonstrukcigja lathatdé. A: A dendrit morfologidja: szamos rovid tiiskeszerii
kiemelkedés nyulik ki a dendritighol, amelyet a rd érkezé bementek szab@lytalan
alakiira formdlnak. B: Ugyanaz a dendritszakasz a vele szinaptikus kapcsolatot |étesité
GABA-negativ (zéld), GABA-pozitiv (piros) és BDA-jelolt (GABA-pozitiv, fekete)
boutonokkal. A képen lathaté dendritszakaszt sorozatmetszetekbdl rekonstrudltam a
Reconstruct program segitségével (Lasd a Modszerek fejezetet). A 16. Al és A2 dbran
két elektronmikroszkdpos felvétel lathato errdl a dendritrél, amelyeken az itt feltiintetett
boutonokat azonos szamokkal jeloltem. Az dbra dsszevethetd a Bevezetés fejezet 3.
abrajaval, amely tovabbi harom interneuron csoport bemeneti tulajdonsagait mutatja
be. Skala: 2 um.

Forras: Takacs és mtsai, 2008.

pozitiv moharostokat a serkenté bemenetek (GABA-negativ) kategérigaba soroltuk. A
»GABA-pozitiv” kategbridba sorolt boutonok joval tobb aranyszemcsét tartalmaztak. A
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moharostok féleg a kisméretl filopodialis nyUlvényaikkal vagy en passant
varikozitasaikkal idegezték be az itt taldhatd HS dendriteket (Acsady és mtsai, 1998).
Nagy mohatermindlisokat csak nagyon ritkan figyelhettiink meg a HS segjtek bemenetei
kozott (Ramon y Cajal, 1911; Claiborne és mtsai, 1986). Ez utébbiak az egy vagy két
szinapszissal beidegzett HS sgit mellett mindig tébb, tovébbi szinapszis(oka)t
| étesitettek tovabbi nem jelolt profilokkal is, amelyeket a CA3 piramissgtek proximalis
dendritjeinek komplex tlskerendszerével azonositottunk (Blackstad és Kjaerheim,
1961; Chicurel és Harris, 1992).

Az elektronmikroszkOpos analizis soran korreldtan megkerestik a
fénymikroszképban azonositott BDA-jeldlt, feltételezhetGen septalis  eredetii
boutonokat. Ezek a vizsgalt vékony és kozepesen vastag dendritekkel egyarant
szinaptizaltak, és GABA-pozitivnak bizonyultak (lasd fenn, 7. téblazat). A BDA-jeldlt
boutonok aranya az 6sszes GABAerg bemenet kozott akar 27,6% is lehetett (8 BDA-
jelolt 29 GABAerg boutonbdl), amit egy kdzepesen vastag dendriten taldltunk a CA1

str. oriensben.

5.2.3.1.2. A ritkan-tiskés HS sejtek szomajat beidegzé bemenetek

A ritkén-tiskés HS sgtek az interneuronokra jellemzé széma-morfologiaval
rendelkeztek: sok mitochondrium, nagy mennyiségii durva felszinli endoplazmatikus
retikulum, és invaginalt mag volt jellemz6 rajuk (16.B1 és C &bra). A szomék felszinén
hosszabb kiemelkedések, tiiskék nem voltak két esetet kivéve: egy str. oriensben és egy
str. radiatumban 1év6 st vizsgalt szoma-részletén egy-egy csillét taldtunk.

A 100 pm? felszinére juté input-denzitas jéval magasabb volt (64-90 bement) az
eddig vizsgdlt interneuronok esetében kapott értékeknél [16. C dbra, 6. tsszefoglal 6-, és
8. részletes téblazat, sszehasonlitasképpen: 20, 26, 31 és 59 a bemenetek atlagos szama
a CCK-, calretinin-, calbindin-, és parvalbumin-pozitiv sgtek szomgan (Gulyés és
mtsai, 1999; Matyas és mtsai, 2004)]. Ez adl csak az aveusban taldhatd HS sejtek
képeztek kivételt, amelyek input-denzitésa 34/ 100 um? volt (6. tablézat).

A GABAerg terminaisok aranya 13,5% és 33,3% kozott vatozott, de atlagosan
magasabb volt, mint a dendritek esetében (6. dsszefoglal 6-, és 8. részletes tabl azat) .

Két ritkan-tliskés HS sgit tiiske-mentes szémdjat megvizsgaltunk a hilusban is.
Egyikikon az ammonszarvban taldhaté ritkén-tiskés HS sgjtekhez hasonl6 input-
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denzitast és GABAerg bemenet-aranyt mértiink, mig a masikon alacsonyabb GABAerg
bemenet-aranyt (9,1%) taldltunk (6. dsszefoglal6-, és 8. részletes tablazat). Ez megfelel
korabbi fénymikroszképos megfigyeléseinknek, amelyek sordn a hilaris sejtek
heterogénnek bizonyultak, és nem tudtuk mindegyikiket a ritkan-tiiskés és stirtin-tliskés
csoportokba egyértelmiien besorolni.

A szomadra érkez0 GABAerg bemeneteknek viszonylag nagy részét képezték a
BDA-jelolt, feltehetbleg septalis eredetti boutonok. A mintankban mért maximalis érték
54,5% volt (6 BDA-jeldlt 11 GABAerg boutonbdl), amit egy CA1 aveusban taldhato
széman mértink (6. dsszefoglal§, és 8. részletes téblazat).
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5.2.3.1.3. A ritkén-tliskés HS sejtek axon inicialis szegmentumat beidegz6 bemenetek

A féenymikroszképos anadlizis soran ritkan-tiskés HS sejtek feltételezett axon
inicidlis szegmentuman is taldtunk BDA-jeldlt boutonokat (14.B. &bra). Erre minden
rétegben talaltunk példat, ahol ezek a sejtek eléfordultak. A jeldlt septalis axonok
kovethetéek voltak, és igy megfigyelhettik, hogy nem szelektivek a HS segjtek axon
inicidis szegmentumara, hanem dtalaban tobb tovabbi kontaktust |étesitettek a
szOméval és a proximalis dendritekkel is (14.B2 &bra). A HS segjtek axonjai a szémabdl
és az egyik proximalis dendrit szomahoz kozeli részébdl is eredhettek, majd eredésiik
utan hamar ehalvanyultak. Két, CA1l str. oriensben jeldlt, rétapadd BDA-jeldlt
boutonokkal rendelkezé feltételezett axon inicidis szegmentumot korreldt fény-, és
elektronmikroszkOpos vizsgdatnak vetettink aa, amit GABA elleni festéssel
kombindltunk. Mindkét axon inicidlis szegmentumma hérom jel6lt bouton |étesitett
kapcsolatot, amelyek mind szinapszist formaltak, és GABA-pozitivnak bizonyultak
(14.B1-4 abra). Egy tovabbi, jeldlt boutonokkal nem szinaptizdlé axon inicidis
szegmentumot is megvizsgatunk (16.B dbra). Az axon inicidis szegmentumokra
jellemzé membran aatti denz strukturat (, membrane undercoating”; Palay és mtsai,
1968; Chan-Palay, 1972) nem |&hattuk ateljes citoplazmat kit61t6 DAB csapadék miatt,
de tobb bizonyiték is a rendelkezésiinkre dlt a vizsgdlt nydlvanyok axon inicidlis
szegmentumként val azonositasahoz: i) a fénymikroszkopos kép (14.B1 &bra): ezek a
nyulvanyok vékonyabbak voltak mint a dendritek, kip alaka kezdeti részik volt, majd
evékonyodtak mikdzben a DAB-jel ehalvanyodott bennik, mig a sejtek dendritjel
egyenletes vastagsaguak, és végig erdsebben jeloltek voltak. i) nagy mennyiségi
mikrotubulus koéteget tartalmaztak, amely a dendritekre nem jellemz6, a axon iniciais
szegmentumokban viszont megfigyelheté (16.B2 &bra; Somogyi, 1977) iii) a
nyulvanyokat  kovettlk az  elektronmikroszképos sorozatmetszeteken, amig
myelinhiively boritotta be dket, ami dendritek esetében nem fordulhat eld.

A harom vizsgdlt axon inicidlis szegmentummal szinaptizal 0 terminalisokat. a
dendriteket beidegz6 bemenetekhez hasonl6an rekonstrualtuk. Az axondomb és az axon
inicidlis szegmentum a myelinhively kezdetéig 6sszesen 4-7 nagyméretii GABAerg (a
BDA-jel6lt termindlisokkal egyiitt)-, valamint 16-20 kisebb GABA-negativ bemenetet
kapott (14.B és 16.B abra; 9. tablazat). Az axon inicidlis szegmentummal szinaptizalo
boutonok tobbsége az els6é 5-10 pm-en volt megfigyelhetd, utana distalisan, a
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myelinhively irédnydba haadva szdmuk fokozatosan csokkent. Az axon inicidlis
szegmentumot beidegz6 GABA-negativ termindlisok egyike szinaptikus kapcsolatot
|étesitett egy jeldletlen tlskével is, amit egy piramissgit morfolégigu dendritaghoz
tudtunk kovetni (16.B2 és B3 abra).

5.2.3.2. A stiriin-tuskés HS sejtek bemeneteinek elektronmikroszkopos vizsgalata

5.2.3.2.1. A stirin-tiskés HS sejtek dendritjeit és szOméjat beidegzé bemenetek

Az eektronmikroszképos vizsgdlat szerint a str. lucidumban és hilusban
taldhatd strlin-tliskés HS sgjtek szémdgjat és dendritjeit is gyengén GABA-pozitiv
moharost kdtegek vették kortl (16.D abra; Sandler és Smith, 1991; Sloviter és mtsai,
1996; Bergersen és mtsai, 2003). A GABA-pozitiv ,gétld” kategéridba sorolt
termindisok felett joval tobb aranyszemcse volt lathato, igy a két csoport elkiilonithetd
volt. Mind a sz6mékon, mind a dendriteken hosszU, (néhol elagazo) tliskéket talatunk,
amelyeket teljes hosszukon moharost terminalisok boritottak (16.D &bra). Ezek szinte
kizarolag kisméretti varicositasok voltak, amelyek a filopodidlis nyulvanyok vagy en
passant boutonok kdzé tartozhattak (Acsady és mtsai, 1998). A HS sqjtekke csak
elvétve |étesitettek szinapszist nagy moharost termindlisok (Ramoén y Cgal, 1911;
Claiborne és mtsai, 1986). Ezek az egy-két szinapszis mellett, amit a HS sgjtre adtak
mindig tobb tovabbi szinapszissal kapcsolddtak jeldletlen profilokhoz is, amelyek
ultrastruktardlis képtik alapjan a CA3 piramissegjtek komplex tlské voltak (Blackstad és
Kjaerheim, 1961; Chicurel és Harris, 1992).

Kordbbi kdzlemények aapjén tudjuk, hogy a str. lucidumban 1évé HS sejtek a
calretinin tartalmu strin-tliskés sejtekkel azonosak, vagy azok egy csoportjat képezik
(Gulyas és mtsai, 2003; Jinno és mtsai, 2007). Méréseink segitsegével kvantitativ
eredményekkel erésitettik meg a kordbbi észrevételeket (Gulyas és mtsai, 1992),
amelyek szerint ezek a sejitek a serkentd (moharost) bemenetek szamahoz viszonyitva
nagyon kevés gatl6 bemenetet kapnak (1,2% a str. lucidumban-, 4% a hilusban taldhato
szoémakon, valamint 2,1% a str. lucidumban 1évé kozepes vastagsagu-, €s 2,3% a
vékony dendriteken).
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16. Abra. A ritka&n-tiiskés és siiriin-tiiskés HS sejtekre konvergdalé GABA-pozitiv és

GABA-negativ szinaptikus bemenetek denzitdsa és ardnya

Al és A2: EQy BDA-jelilt ritkan-tiiskés CA1 HS sejt vékony dendritjére az itt bemutatott
két elektronmikroszképos metszeten hat GABA-negativ (el-6), egy BDA-t nem
tartalmazo GABA-pozitiv (il), és egy BDA-jeldlt, feltehetéleg septo-hippocampalis
GABA-pozitiv (i2) bemenet érkezik. A szinapszisokat nyilak és nyilhegyek jelolik. A
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GABA porzitivitast az il és i2 termindlisok felett lathato aranyszemcsek igazoljak. Az e2
jelii bouton a szomszédos metszeten létesit szinapszist a dendrittel. A dendritszakasz 3-
dimenzios rekonstrukcioja a 15. abran lathato, ahol az ezen az abran lathato
boutonokat azonos szamokkal jeloltiik. B1-3. A ritkan-tiiskés HS sejtek axon inicidlis
szegmentumat GABA-pozitiv és GABA-negativ terminalisok is innervaljak. A HS sejt
szomajabol eredo axon inicialis szegmentummal (Bl, ais) egy GABA-pozitiv (B2,
nyilhegy) és harom GABA-negativ bouton (nyilak) szinaptizal a B2 dabran bemutatott
metszeten. B3: A B2-n bekeretezett GABA-negativ input kinagyitott képe a kovetkezo
sorozatmetszetrdl. Lathato, hogy a bouton kapcsolatot létesit egy tovabbi profillal
(kettos nyil), amely sorozatmetszeteken keresztiil kovetve a ,,PD” jelzésii dendritbol
(B2) eredo piramissejt tiiskenek bizonyult (s). A Bl abran megfigyelheto a jelolt HS sejt
interneuronokra jellemzo invaginalt nucleusa (nyil) valamint egy, a szomdjat beidegzo
BDA-jelolt feltehetéen septalis eredetii bouton (nyilhegy). C: Egy ritkan-tiiskés HS Sgjt
szomajara a CA3 str. oriensben tobb serkentd (nyilak)-, egy BDA-t nem tartalmazo
GABA-pozitiv (nyilhegy, feliil), és egy BDA-jelolt GABA-pozitiv terminalis (nyilhegy
alul) érkezik a bemutatott metszeten. A csillagok az A-C képeken GABA-pozitiv
profilokat jelolnek. D: A siiriin-tUskés HS sejtekre a tiiskéknek koszonhetéen hatalmasra
megndtt membranfeliilet miatt joval tobb bemenet érkezik, mint a ritkan-tiskés sejtekre.
Ezek tobbsége kisméretii mohatermindlisoktol szarmazik, amelyek gyengén GABA-
pozitivak (1asd az elszért aranyszemcséket az abran lathatd moharost-kotegeken és
termindlisokon). A gatlosejtek termindlisait a joval erésebb GABA-pozitivitas alapjan €
lehetett kiiloniteni az elobbiektol. Az abran lathato moharostok egy része szinaptikus
kapcsolatot létesit (nyilak) a str. lucidumban elhelyezkeds, BDA-jelolt siiriin-tiiskés HS
sejt szomdjaval, és abbdl kidgazo tiiskékkel (s). A csillaggal jelol moharost-terminalisok
a szomszédos metszeteken formdlnak szinapszist a sejttel. A siiriin-tliskés sgjteken az
erosen GABAerg profilok aranya az osszes bemenet szamdahoz képest joval alacsonyabb
volt, mint a ritkén-tiiskés HS sejteken megfigyelt ardny. Skaldk: Al, A2, B3, C, D: 0,5
um; Bl: 5 um; B2: I um.

Forras: Takacs és mtsai, 2008.

A gazdagon beidegzett tliskéknek kdszonhetéen a 100 pm-re jutd input-denzités
jova magasabb volt, mint a ritkan-tiskés HS segjteken, vagy barmely més eddig
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kvantitativ modon vizsgdlt hippocampalis sejttipuson [663,2 a vékony-, és 12131 a
kozepesen vastag dendriteken; 5. téblazat, (Gulyas és mtsai, 1999; Megias és mtsal,
2001; Matyas és mtsai, 2004)]. Amint a 7. tabléazatbdl |athato, a variancia a vizsgalt
dendritszakaszok kozott rendkivil nagy volt, ami a mintavétel ezett dendritszakaszokra
juto kilonbdz6 mennyiségii tiiskének tulajdonithato.

A 100 um? szémafel szinre juté bemenetek szama szintén rendkivill magas volt a
str. lucidumban talalhat6 stirin-tiskés HS segjtek esetében (161,9), mig a hilusban
taldhatdak a ritkan-tiiskés HS sgjtekhez hasonlé mennyiségii bemenetet kaptak (80,1),
(6. Osszefoglal O- és 8. részletes tébldzat). Ennek oka a hilaris HS sz0mék kisebb szamu
tliskég e lehetett.

5.2.3.3. Aritkan-tliskés és siiriin-tliskés HS sejtek kiilonbozé mennyiségii és ardanyu
serkento és gatlo bemenetet kapnak

A sgjtekre érkezO Osszes bemenet szamanak megbecsléséhez 3-dimenzidban
rekonstrudltuk azok teljes dendritfgjat (n=3 ritkan-tiiskés HS sejt a CAL1 str. oriensbdl,
és n=1 sirin-tiskés sgjt a CA3 str. lucidumbdl; 10. és 17.A é&bra), és félvékony
sorozatmetszetek segitségével megmeértilk szomaik felszinét. A gyenge retrogréd jel6lés
miatt a sejtek nagy része alkalmatlan volt a rekonstrukcidra, mivel dendritjeikbdl a
természetes véglk eldtt elhalvanyodott a DABNi jel. A rekonstrudlt sejtek teljes
dendritfaja feltoltodott, amit az igazolt, hogy a dendritek a metszet belsejében a DABNI
Jel halvanyodasa nélkiil végzddtek.

A CA1 HS sgjtek (n=3) dendritfga 9-11 db 80 um vastag metszetet foglalt €, és
teljes hossza 5780+219 (SD) um volt (10.A és 17.A &bra). Ez alapjan a teljes
dendritfara érkezd bemenetek szamat 21 206+1491- re (SD) becsiiltiik, amelybdl 13,7%
gatlo.

Egy éatlagos ritkan-tiiskés CA1 HS sgjt szOmaja a méréseink alapjan 989,7+281,3
(SD) pm? felszinli (n=15 sejt), és szamitasaink szerint 766+230 (SD) bemenetet kap,
amelyekbdl 21,5% gatlo.

A CA1 HS sgjtek axon inicidlis szegmentumét és axondombjét vizsgal atunk
szerint 18+2 (SD) serkentd, és 5+2 (SD) gatl6 termindis idegezi be.
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9. Tablazat. A ritkan-tliskés-, és siiriin-tuskés HS sejtekre érkezd bemenetek becsiilt
szama

Forras: Takacs és mtsai, 2008, modositva.

Ritkan-tliskés HS sgjtek Siirtin-tliskés HS sgjtek
a CAl str. oriensben a CA3 str. lucidumban
Gaétlé Gaétlé
SBzzrrr:]e:etek bemenetek SBzznr:f:etek bemenetek
aranya (%) aranya (%)
Dendritikus bemenetek 21206+ 1491 13,7 36 490 2,3
Szomatikus bemenetek 766 + 230 215 1241 + 275 1,2

Az axoninicidlis
szegmentum és az 23+3 21,4 * *
axondomb bemenetei

Osszes bemenet 21 995 14 37731 2,3

* A slirlin-tiskés HS sgjtek axon inicidlis szegmentuméra és axondombj&ra érkez$ bemeneteket nem
vizsgaltuk.
A téblézat bizonyos soraiban az értékek &lag (mean) £ SD formaban vannak megadva.

Mindezek alapjan, egy tipikus CA1 str. oriensben taldhato ritkan-tiskés HS
sejtre érkez6 Osszes bemenet szama ~22 000 lehet, amibdl 14% gatl o (9. téblézat).

Mivel a stirlin-tiiskés HS sejtek sokkal ritkdbban fordultak eld, a mintankban
csak nagyon kevés erdsen jelolt képviseldjiik volt. Ezek koziil csak egynek tudtuk a
teljes dendritfgat rekonstruani (10.B édbra). Ezt nyolc 80 um vastag metszetbol
rajzoltuk ki, és a 3-dimenziés rekonstrukcio aapjan teljes hossza 4965 um volt. Az erre
a sejtre érkez6 bemenetek becsiilt szama 36 490 db, aminek csupan 2,3%-a GABAerg.

A siirfin-tiiskés sejtek széméja 766,4+170 (SD) pm? felszinli volt (n=11 sejt), és
szamitasaink szerint 12414275 (SD) bemenetet kapott, amibdl csak 1,2% gatlo.

Egy CA3 str. lucidumban talalhaté siriin-tliskés HS sejtre érkezé Osszes

bemenetek becslilt szamatehét 37 700, amibdl csak 2,3% gatlo (9. téblézat).

5.2.4. A HS sgjtek lokalis axonjai és posztszinaptikus céleleme

A harom rekonstrudlt, erésen feltoltodott, CAL str. oriensben talahatd HS sgjt
axonjait is kdvetni tudtuk, igy részlegesen rekonstrualtuk axonfgukat is 10-26 db 80 um
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vastag metszetbdl. (17. &bra). Ezutdn axonkollaterdlisaikat atédgyaztuk, és korreldt fény-
és elektronmikroszképos vizsgdlatnak vetettik ala a posztszinaptikus célelemeik
meghatarozésa céljabol.

5.2.4.1. A HS sejtek |0kalis axonfajanak féenymikroszkdpos jellemzdi

A rekonstrudlt sejtek axonjai a szomébdl eredtek (17.A &bra), és ezutén rostralis-
vagy caudalis iranyba indultak el, majd roviddel az axon inicialis szakaszt kovetéen
vastag, boutonokat nem hordozé f6 agakat adtak a str. oriensbe, vagy a str. pyramidale
és radiatum felé, ahol ezek vékonyabb bouton-mentes &gakra valtak szét. Tobb vastag
féaxon elérte a str. radiatum és lacunosum-moleculare hatérat, ahol horizontdlis iranyba
fordult, és a réteghatarral parhuzamosan haladt, mikdzben ra meréleges, bouton-mentes
vagy boutonokat hordoz agakat adott a str. radiatumba és oriensbe. A bouton-mentes
agakbadl varikoz kollaterdlisok agaztak ki. Termindlisokkal rendelkezé kollaterdlisokat a
foleg a radiatum-, és oriens rétegekben, illetve sokkal ritkdbban a str. pyramidale-ban
talatunk. A jelolt sejtek axonjai sosem léptek be a str. lacunosum-moleculare-ba. A
varikdz axonok egymastol egyenletes tavolsagokra elhelyezkedd, kis- vagy kozepes
méreti en passant boutonokat hordoztak (17.C é&bra). Ritkan nyéllel rendelkez6
(,, drumstic-like”) boutonokat is talaltunk.

Amint jol megfigyelhet6 a 17.A és B &brén, az axonok horizontélis és rostro-
caudalis kiterjedése a hippocampusban egyarant nagyon nagy volt; a szoméatél 900 pm
tavolsagrais taldtunk boutonokat hordozé kollateralisokat.

Az egyik rekonstrudlt sejt esetében, amelyik a CA1 terlletének CA2 régioval
hatéros részén helyezkedett el (10.A &bra), egy f6 kollateralis a CA2 région keresztil
belépett a CA3 terliletére is, ahol a CALl régidban megfigyeltekhez hasonlo
morfol 6gigj U, boutonokat hordozé &gakra valt szét.

A rekonstrukcioé soran, vastagabb atméréji, feltehetdleg tavolra vetitd axonokat
istaldltunk. Az egyik sgjt f6 axonja caudalis iranyban haladt a CA1 str. oriens és aveus
hataran, majd két, hasonl6 vastag f6 agra valt szét. Ezekbdl egyike folytatta Utjat az
caudalis irdnyban, mig a masik rostralis iranyba fordul, majd eltint az alveusban a
DABNi jel elhavanyodasa miatt. Ez a két ag megfelelhet a Jinno és mtsai dlta leirt
double-projection segjtek retrohippocampalis teriiletre vetité (caudalis) és MS-DB-be
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projiciond 6 (rostralis) againak (Jinno és mtsai, 2007). Egy masik segjt egy nagyon
vastag, rostralis iranyba tartd f6 axonaggal rendelkezett, ami a feltétezett MS-DB-be
vetité kollateralis lehetett, mig egy vékonyabb 4ag indult a caudalis iranyba a str.
oriens/alveus hataron. A harmadik, a 17. abran megfigyelheté sejt nem rendelkezett
caudalis iranyba kovethetd f6 axonaggal, viszont harom vastag kollateralisa iranyult az
MS-DB felé (17. B &bora).

17. Abra. A CAI oriens rétegében taldlhato ritkdn-tiiskés HS sejtek dendritfija, axon-

arborizacioja és célelem-szelektivitasa

A: BDA-jelolt HS rekonstrukcioja a CAIl régiobol. A sziirke szinnel feltiintetett
dendritek horizontélis iranyban a str. oriensben és alveusban hizédnak. A set fekete
szinnel abrazolt lokadlis axonjai foleg a str. radiatumban és str. oriensben valamint
kevésbé siirtien a str. pyramidale-ban futnak és nem |épnek be a lacunosum-moleculare

rétegbe Az dbran a teljes dendritfa és az axonfanak négy 80 um vastag metszetbdl

88



DOI:10.14753/SE.2012.1768

kirajzolt részlete lathato. Az inzerten nyillal jeloltiik a szoma helyzetét a dorsalis
hippocampusban. A sziirke szinnel bekeretezett terlilet |athatd nagyobb nagyitasban az
dabra fo részén. Néhany, a szomatol messze elhelyezkedo kollateralis helyzete csak az
inzerten figyelhet6 meg (nyilhegyek a bekeretezett teriileten kiviil). B: A teljes
rekonstrualt dendritfa (sotétsziirke)-, és az axonfa 26 db 80 um vastag metszetbol
kirajzolt részének (fekete) kiterjedése a rostro-caudalis sikban. Kapcsos zarojellel
jeloltiik az axonfanak az ,,A” abran lathato részét. A vilagos sziirke szinnel besatirozott
tertleten a sgjt szinaptikus boutonokat hordozo kollateralisokkal rendelkezett. A sejtnek
harom fo axondga futott rostralisan az MS-DB iranyaba. Az abran megfigyelheto, hogy
a CA1 HS sejteknek a szomajuktol nagy tavolsagra (~900 um) is vannak hippocampalis
célelemeik. A lokalis axonfa rekonstrukcioja nem teljes, mert sok f6 axondagat nem
tudtunk kovetni a DABNi jel elhalvanyoddsa miatt. C: A HS sejt axon-kollateralisainak
fénymikroszkopos képe. A kisméretii boutonok szabdlyos tdavolsagra helyezkednek el
egymastol a kollaterdlisok mentén. D: A jelolt HS sejtek fo célelemei a piramissejtek str.
oriensben és radiatumban lévo vékony distalis dendritigai voltak. Egy BDA-jelolt
rekonstrudlt HS-sejt boutonja szimmetrikus szinapszist formal (nyilhegy) egy vékony
piramissejt dendrittel (PD). A dendritbdl két tiiske dgazik ki, amelyekre aszimmetrikus
bemenetek érkeznek (nyilak). E: A lokalis célelemek kozott piramissejtek tiiskéi is voltak.
Az egyik rekonstrualt HS sejt termindlisa szimmetrikus szinapszissal (nyilhegy) beidegez
egy piramissejt tiiskét (s), amely egy aszimmetrikus bemenetet is kap egy nem jelolt
boutontol (nyil). F: A HS sejtek egymast is beidegzik. Az egyik rekonstrudlt HS sejt
termindlisa beidegezi egy masik BDA-jelolt HS sejt dendritiet (HS-cell den, a
szinapszisra nyilhegy mutat). A beidegzett HS sejt a csoportra jellemzéen rengeteg
tovabbi bemenetet kap a dendritagra (nyilak). Ez a szinapszis az egyike annak a kilenc
azonositott szinapszisnak, amit a jelolt preszinaptikus HS sejt axonja létesitett a
posztszinaptikus HS sejt két dendritigan. Roviditések: so-alv. stratum oriens és alveus,
sp: stratum pyramidale, sr: stratum radiatum, sim: stratum lacunosum-moleculare.
Skalak: A: 100 um; B: 200 um; C: 10 um; D-F: 0.5 um.

Forras: Takacs és mtsai, 2008, modositva.

89



DOI:10.14753/SE.2012.1768

5.2.4.2. A HS sejtek termindlisainak ultrastuktiralis jellemzdi és posztszinaptikus
celelemel

A harom rekonstrudlt CA1 HS sgit axonkollaterdlisait elektronmikroszképos
sorozatmetszeteken keresztul kovettink a str. oriens és radiatum tertletén, és a
posztszinaptikus célelemeiket a piramissgitek és az interneuronok kordbban publikalt
ultrastruktaralis jellemz6i alapjan azonositottuk (Lésd a Modszerek fejezetben, Gulyas
€és mtsai, 1999; Megias és mtsai, 2001). GABA dleni festést a metszeteken nem
végeztink, mert a perfuzidhoz haszndlt fixdé aacsony glutéradehid-tartalma ezt nem
tette lehetdvé (magas glutaraldehid koncentracigju fixalé hasznalata esetén viszont nem
jelolédtek a HS sejtek axonjai). A random kivalasztott axonkollaterdlisok mellett
(n=180 szinapszis) egy olyan axonagat is megvizsgatunk, amelynek nyolc boutonja egy
masik HS seit két elagaz6 dendritjére tapadt ra.

A h&rom sgjt termindlisainak ultrastruktaralis képe hasonlo volt: kicsi- kdzepes
méretiiek voltak (0,25+0,12 pm?, &lag teriilet a bouton legnagyobb keresztmetszetén
meérve, n=135), nagyszamu kisméretli vezikulat tartalmaztak, ataldban tartalmaztak
legaldbb egy mitochondriumot (85%), és minden esetben szimmetrikus szinapszisokat
képeztek (17. D-E &bra).

A vizsgalt boutonok a sorozatmetszetek alapjan néha kett6- (20%) vagy akér
harom (2,2%) szinapszist is |étesitettek kiilonb6z6 szomszédos profilokon. A
szingpszisok 6,1%-t az axon kollaterdisok vékony, intervarikGz részén taldtuk. Ezek
adapjan a HS sgtek sokkal tobb szinapszissa rendelkeznek, mint amennyi a
fénymikroszkopban lathat6 varikozitésok szama.

A posztszinaptikus célelemek (n=180, 10. téblazat) foleg piramissejtek
dendritdgai (80,6%, 17.D &bra)-, ill. kisebb szézalékban tiské (11,7%, 17.E &bra)
voltak. Interneuronok dendritjeit idegezte be avizsgalt boutonok 3,3%-a (17.F abra).

A beidegzett piramissegjt dendritek szinte kizardlag vékony, distalis dendritédgak
voltak (n=141, 78,3%-a az 0sszes szinapszisnak). Mindtssze négy vastag proximalis
dendrit célelemet taldltunk (2,2%-a az 0sszes szinapszisnak). Egy esetben egy bouton
egy-egy szinapszissal beldegezett egy dendritdgat és egy abbdl kiindul6 tlskét is. A
szimmetrikus szinapszissal beidegzett tiskék minden esetben kaptak egy aszimmetrikus
bemenetet is egy jeldletlen termindlistol. Nagy tébbsegik jellegzetes piramissejttliske-
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morfologiaval birt: feji és nyaki résszel rendelkezett, és ritkabban tlske-appardtust is
tartalmazott (17.E dbra; Spacek és Harris, 1997).

A fénymikroszkopos vizsgdlat soran az egyik HS sgtnek két olyan egymaéas
mellett futd axonagat figyeltik meg, amely kuszorostszeriien rafonddott egy masik
jelolt HS sgt két elagazdé dendritjére, és nyolc |ehetséges kapcsolatot |étesitett azzal.
Ezeket a boutonokat megvizsgaltuk az elektronmikroszkopban. Mind a nyolc jel6lt
bouton szinapszist format a BDA-tartalmU dendritekkel, valamint egy tovabbi
szinaptikus kapcsolatot is taladtunk ajelolt profilok kozoétt, amelyet az axon intervarik6z
része létesitett. Az egyik jeldlt bouton HS sejttel |étesitett szinapszisa a 17.F dorén
l&hat6. A nyolcbdl négy vizsgdlt termindlis tovabbi, nem jeldlt posztszinaptikus
elemekkel is szinapszist formalt, amelyek mind piramis dendriteknek bizonyultak. A két
kollaterdlis tovabbi boutonjait szintén megvizsgaltuk. Ezek mind piramis dendriteket
vagy tuskéket innervatak.

10. Tablazat. A rekonstrudlt CA1 HS sejtek lokdlis posztsZinaptikus célelemei

Forras: Takacs és mtsai, 2008, modositva.

o4 Posztszinaptikus célelemek
Seit \s/zllisgs; A vizsgalt — ——

ok Zama ter tlet(ek) Piramissejt Piramissgjt Interneuron  Nem

dendritag tiske dendritag azonositott

1. 78 CAlori,rad  82,1% (64) 12,8% (10) 2,6% (2) 2,6% (2)
2. 69 CAlori,rad 87,0%(60)  5,8%(4) 1,5% (1) 5,8% (4)
3. 33 CA1rad 68,4% (21)  21,2%(7) 9,1% (3) 6,1% (2)
¥ 180 CAlori,rad  80,6% (145 11,7%(21)  3,3%(6) 4,4% (8)

A szézalékok utani zargjelben a célelemek szama léthaté.

91



DOI:10.14753/SE.2012.1768

6. MEGBESZELES

6.1. A CA1 régidba érkezo serkentd palyak kiilonboz6 célelem-
szelektivitast mutatnak

Vizsgdatainkkal kimutattuk, hogy a CAl régio f6 glutamaterg bemenetei, az
entorhinalis rostok, a Schaffer kollateralisok és a CA1 piramissgjtek |okdlis axonagai
jelentésen kiilonboznek a posztszinaptikus piramissejt-, €s interneuron célelemek
arényaban.

A hippocampusban az interneuronok a teljes neuronpopulécionak csak kis
hanyadat teszik ki [11% (Woodson és mtsai, 1989); 7% (Aika és mtsai, 1994)]. Ebbdl
arra kovetkeztethetiink, hogy ,random” innervacio esetén, vagyis ha az axonok a
kiilonbozo tipusu sejteket egyszertien az el6forduldsi ardnyuk szerint idegezik be, a
posztszinaptikus célelemek kozott jéval tobb piramissgt lesz mint interneuron. A
kutatocsoportunk korabbi kozleményeibdl ismert, hogy a CAl interneuronokra
atalaban kevesebb glutamaterg bemenet érkezik mint a CA1 piramissejtekre [1700 — 19
000 bemenet/interneuron vs. 30 000 bemenet/piramissgit; 1. tablazat, (Gulyéas és mtsai,
1999; Megias és mtsai, 2001; Matyas és mitsai, 2004);]. A kiilonbozé tipust
interneuronok dendritfganak elhelyezkedése, hossza és szinaptikus boritottsaga igen
eltér6 lehet (1. téblazat, és lasd a CAL1l HS sgjitek adatait ebben a dolgozatban). Sok
hippocampalis interneuron csoport (pl. az O-LM- vagy a neurogliaform sgjtek)
szinaptikus boritottsdgét a tipus gyakorisdga ellenére még nem vizsgdtak és a
kiilonboz6 interneuronok relativ gyakorisagat sem ismerjiik. Emiatt a dolgozatban nem
kisérelem meg a kiilonboz6 rétegekben elhelyezkedd posztszinaptikus interneuronok és
piramissejtek szamat valamint a konvergencia mértékét megbecsiilni, és csak a vizsgalt
palyak dsszehasonlitasat targyal om.

Vizsgdlataink szerint a CAl-be érkezé {6 ,feed-forward” payak (a sir.
lacunosum moleculare teriiletét beidegzd entorhinalis rostok €s az oriens €s radiatum
rétegekben arborizdl6 Schaffer kollaterdlisok) posztszinaptikus célelemeiket azok
el6fordulasi valoszinliségéhez hasonld aranyban innervaljak, ami azt jelenti, hogy

tulnyomorészt piramissejtekkel (>90%) és kisebb aranyban (<10%) interneuronokkal

92



DOI:10.14753/SE.2012.1768

|étesitenek szinaptikus kapcsolatot. Ezzel szemben a CA1 ,feed-back” bemenetei, a
CA1 piramissgjitek lokalis rekurrens kollateradlisai nagyobb ardnyban idegeznek be
interneuronokat (>50%), mint amekkora azoknak a CA1 teriiletén megfigyelheto relativ
gyakorisagabdl kovetkezne. Emellett azt is kimutattuk, hogy az entorhinalis bemenet
célelem-szelektivitédsa réteg-specifikus: az alvearis rostok a str. oriens/alveus, a Str.
pyramidale és a dtr. radiatum terlletén magasabb ardnyban idegeznek be
interneuronokat mint a lacunosum-moleculare réteget beidegzé entorhinalis rostok.
Mindezek azt jelentik, hogy az agyi payakat a posztszinaptikus célelemek direkt
vizsgdlata nélkll, pusztdn a beidegzett tertleten taldhatd neuronok el6fordulasi

valoszintlisége alapjan nem jellemezhetjik.

6.1.1. A CAl piramissgjtek heterogén csoportot képeznek

A mintavételezett CA1 piramissgjtek kapcsan fontos megjegyezni, hogy bar az
in vitro mintank illetve az Gsszevont in vitro-, és in vivo minténk a célelem-eloszlas
alapjan statisztikailag homogén populaciot alkotott, 6nmagaban az in vivo feltoltott
sgjtek csoportja heterogén volt (3. tablazat). A négy kiilonb6z6 allatban mintavétel ezett
piramissgitek (n= 2; 4; 1 és 1 sgjt/dllat) céldlemei kdzott 73,5; 31; 94,7 és 47,4%-ban
taldtunk interneuronokat. Ennek tobb oka is lehet: i) Az alkalmazott mintavétel a sejtek
lokalis axonhal6zatan beliil nem tekinthetd teljesen randomnak, mivel a mintavételezett
szinapszisok egymashoz viszonylag kozel voltak. Eléfordulhat, hogy a str. oriens/alveus
hataron talahat6 interneuronok eloszlasa nem teljesen egyenletes, igy bizonyos alatok
esetében a mintavételezett terlleten bel Ul tébb interneuron helyezkedhetett el, mint més
dlatok esetében, és a mintdba ennek megfeleléen tobb interneuron célelemmel
rendelkez6 szinapszis jutott. ii) A célelem-eloszlas eltérd értéke a CAL piramissetek
kiilonboz6 alcsoportjaira jellemzo tulajdonsag lehet.

Egy adott terllet principdis sgtjeit az interneuronokka Osszehasonlitva
atalaban homogén csoportnak tartjak, de egyre inkabb nyilvanvalévavalik, hogy a CAl
piramissgitek populécidja tobb szempontbdl is heterogén és ezdltal acsoportokra
oszthatd. Azok a sgjitek, amelyek szomaja a str. radiatumhoz kdzelebb talahatd, kisebb
méretlieck a mélyebben elhelyezked6 sejteknél, az ,,inside-out” kérgi fejlodési sorrend

kovetkeztében az egyedfejlédés soran késObb jonnek létre és eltéré molekularis
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markereket is expresszahatnak [pl. calbindint; (Baimbridge és Miller, 1982)] mint
mélyebben taldhatd tésaik (Slomianka és mtsai, 2011). A két csoport
extrahippocampalis kimenetei is eltéréek lehetnek (Slomianka és mtsai, 2011). A CAl
piramissgitek fizioldgiai tulajdonsagaikban is jelentés kiilonbségeket mutathatnak.
Bizonyos CA1 piramissgitek komplex burstokben tlizelnek in vitro, mig mésokra ez
nem jellemz6 (Jensen és mtsai, 1996). Ez a tulgidonsag a sejteknek a hippocampus
proximo-distalis tengelyén valo elhelyezkedésével korreld; fokozatosan egyre tdbb
ilyen sgjitet taldni a CA2 fel6l a subiculum iranyaba haladva (Jarsky és mtsai, 2008). In
vivo, a theta, és gamma oszcillacid aatt mért tizelés paraméterek aapjan is két
kiilonb6z6 CAl piramissejt populéciot lehet elkiloniteni (Senior és mtsai, 2008;
Mizuseki és mtsai, 2011). A sgt proximo-distalis tengelyen vald elhelyezkedése
korreld az in vivo térbeli thzelésik jellemzoéivel is, aminek hatterében valdsziniileg az
alhat, hogy atérbeli informaciot szallitd medialis entorhinalis kérgi rostok elsésorban a
proximalis CA1 régidba érkeznek (Henriksen és mtsai, 2010). Mivel az in vitro-, vagy
in vivo egyedileg megjeldlt CA1l piramissgjteket random valasztottuk ki, és a
hosszantartd mintavétel miatt szamuk aacsony volt (n=10), nem tudjuk, mennyire jél
reprezentéljak a teljes populéciot. Erdemes lenne megvizsgdni, hogy vajon a fenn
felsorolt kiilonb6z6 piramissejtek lokdlis célelem-szelektivitasa alcsoportra jellemz6
maodon kilonbozik, vagy mintavételi problémar, esetleg a teljes populacéra jellemz6
heterogenitas dl az adtalunk megfigyelt magas variancia mogatt.

A dolgozatom tovabbi részében a megfigyelt heterogenitas ellenére dsszevonom
a vizsgalt piramissgitek mintéit, de itt felhivom a figyelmet arra, hogy az esetleges
kiilonb6zo piramissejt-alcsoportok képviseléi az atlagostol eltérd szelektivitast is

mutathatnak.

6.1.2. A CA1l piramissejtek lokalis kollateralisai erés interneuron-szelektivitast
mutatnak

A CAL1 piramissejtek a tobbi megvizsgdlt palyaval dsszehasonlitva meglepden
magas aranyaban idegeztek be interneuronokat (56,7%). A CAL piramissejitek lokalis
kollaterdlisai szigorian a str. oriens és aveus hataran egy keskeny vonalban futnak és
nem |lépnek a mas rétegekbe (Ramon y Cajal, 1911; Lorente de No, 1934; Knowles és
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Schwartzkroin, 1981b; Tamamaki és mtsai, 1987; Tamamaki és Nojyo, 1990). B&r a
hippocampusban a glutaminsav dekarboxildz-pozitiv (GABAerg) seitek szémai
viszonylag egyenletesen szétszorodva helyezkednek el (Babb és mtsai, 1988; Aika és
mtsai, 1994; Shi és mtsai, 2004; Stanley és Shetty, 2004), a lehetséges posztszinaptikus
interneuron célelemek szama mégis magasabb lehet CA1 piramissgjtek dtal beldegzett
terlleten, a str.oriengalveus hat&ran mint a hippocampus mas rétegeiben. Ez annak
koszonhetd, hogy ezen a tertleten sok olyan interneuron van, amely horizontdlis
dendritfaval rendelkezik és dsszes dendritje ezen a terlleten arborizal, siirii haldzatot
képezve a str. orieng/alveus hataran (Woodson és mtsai, 1989; Fukuda és Kosaka,
2000). A potencidlis interneuron célelemek magasabb szdmét az elektronmikroszképos
megfigyeléseink is igazoltak: joval gyakrabban lattunk interneuron dendriteket (és
ritkdbban piramissejt dendriteket) a str. oriens/alveus hatdran mint a tobbi vizsgalt
rétegben. Mivel a str. oriensen belll nincs olyan struktira, ami elhatarolna a CA1l
piramissgitek kollaterdlisait az aveussa hataros részre, az a jelenség, hogy
preferencidlisan megis itt arborizalnak arra utal, hogy feltehetéleg az itt taldhato
interneuronok vonzzak ide Oket. Ezzel szemben a CA3 piramissgtek axonja
behal6zz&k a str. oriens nagy részét és elkerllik a piramissgjt dendriteket nem-, vagy
csak ritkén tartalmazd aveust (Sik és mtsai, 1993; Li és mtsai, 1994).

A legtobb ismert CALl str. oriens/alveus hataran elhelyezkedé horizontdlis
interneuron, pl. az O-LM sgjtek csoportja mGluR1a-receptor pozitiv (Martin és mtsai,
1992; Baude és mitsai, 1993; Hampson és mtsai, 1994), és tlskés dendritekkel
rendelkezik. A CA1 piramissegjtek szelektiv ischaemiés lézioja majd az mGluR1la-
receptor-pozitiv. - sejtekkel  szinaptizdl6  degenerdddd  termindlisok  ardnyanak
meghatarozésa Utjan Blasco-Ibanez és Freund kimutatta (1995), hogy ezek a segjtek
glutaméterg bemeneteik nagy tobbségét (>70%) a CA1 piramissejtektol kapjak. A jel6lt
CA1 piramissgttek posztszinaptikus célelemel kdzott mi is sok tlskés interneuron
dendritet és interneuron tiiskét talaltunk, megerdsitve ennek a kordbbi tanulmanynak a
kovetkeztetésait.

Eredményeink megmagyardzzak, hogy hippocampalis szelet-preparatumban
megkisérelt kettés sejt-elvezetés soran miért sokka nehezebb kapcsolt CA1 piramissejt
parokat taldni (<1% a kapcsoltsag valosziniisége; Knowles és Schwartzkroin, 1981a;
Deuchars és Thomson, 1996) mint CA1 piramissgjt dltal beidegzett interneuronokat
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(>32% valoszintiség; Knowles és Schwartzkroin, 1981a; Lacaille és mtsai, 1987; Ali és
céelemek ardnya még til magasnak is tiinhet (29,3% in vitro, 39,2% in vivo). Ez
azonban valdjaban nem ellentmondas, mert a fiziologiai kapcsoltsagi valosziniiség
ertelmezésekor figyelembe kell venni az interneuronok és piramissejtek egymashoz
viszonyitott aranyat is (~1:9; Woodson és mtsai, 1989). Ez azt jelenti, hogy a CAl
lokdlis kollaterdlisok szinapszisainak 60-70%-a, amely eredményeink szerint
interneuronokat idegez be a sgjtek 1/10-t képezd interneuronokra konvergal, mig a
maradék 30-40% szinapszis sokkal tobb piramissgt kozott (az dsszes sgjt ~9/10-€)
ozlik €. Ez aapjdn egy-egy interneuront valoszinlileg tobb szinapszissal is
beidegeznek ezek az axonok, a konvergencia mértéke valdszinlileg nagyobb mint a
piramissgjtek esetében. Biro és mtsai (2005) kisérleteiben a piramissegjtek atlagosan 2,8
(1-6) szinapszissal idegezték be a posztszinpatikus interneuronokat. Egy piramissejt-
piramissejt par esetében Deuchars és Thomson (1996) kettd elektronmikroszkoposan
azonositott szinapszist is taldt, de nem tudjuk, hogy ez a szinapszisszam mennyire lehet
dtalanosan jellemz6. A CAL piramissgjtek dltal |étesitett szinapszisok helye eltéré a
kiilonb6z6 posztszinaptikus sejteken: mig az interneuronokat akér a szomajukon vagy a
proximalis dendrittrzseiken is beidegezhetik, a piramissgjteken szinte kizarélag a
distalis dendritagakon elhelyezkedd tiiskéket innervaljak. Elképzelhetd, hogy a
piramissegjtek basalis dendritjeinek distalis részén taldhat6 tavoli tiske-szinapszisok egy
része esetében a szinaptikus avitel valoszintileg nem detektalhaté szomabol torténd
kapcsoltségi vizsga atokban feltétel ezhetéleg nehezebb kimutatni.

Ahogy az elébbiekben kifejtettem, Blasco-lbanez és Freund kdzleményével
(1995) oOsszehangban eredményeink azt sugalljdk, hogy a CA1 piramissejtek {6
célelemel a str. oriens/alveus horizontdlis interneuronjai lehetnek. Ez elektrofiziol 6giai
méréseik is megerésitik: a kettés sejt-elvezetés sordn gyakrabban taldni CAl
piramissgjt altal beidegzett str. oriens/alveus horizontalis interneuront (a szinaptikus
kapcsoltsag valoszinlisége 33%; Ali és Thomson, 1998); (Bird és mtsai, 2005) mint
radialis dendritfaval rendelkezé bistratified sejtet (14% valdsziniség; Ali és mtsal,

1998) vagy kosérsejtet (4,5% valoszinliség; Ali és mtsai, 1998).
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A CA1l piramissgjtek tlzelése meglepben hosszii késéssel koveti a 6
bemeneteinek, a CA3 piramissgtek illletve az entorhinalis kéreg 1ll rétegében
elhelyezkedé piramissejtek tlizelését theta oszcillacio alatt (Mizuseki és mtsai, 2009). A
CA1 piramissgjtek tlzelési cstcsa negyed theta ciklussal koveti a CA3 piramissejtek
tlzelési csicsat és fél theta ciklussa késik az entorhinalis kéreg Il rétegi
piramissejtjeihez képest. Ez azt jelentheti, hogy a theta oszcillacio aatt a CAL régio
neuronhaldzata meglehetésen fliggetleniil alakitja ki tUzelési mintazatd mintsem
monoszinaptikusan kovetné a kiilonboz6 agyteriileteken at terjed6 aktivitast (Mizuseki
és mtsai, 2009). Ehhez a viszonylag fiiggetlen miikodéshez feltétlenll szilkség van az
er6s feed-back gdtlasra, amiért a CALl piramissejtek atal gazdagon beidegzett
interneuronok feleldsek.

Azok a CAl interneuronok, amelyek erdés monszinaptikus bemenetet kapnak a
lokdlis piramissejtektél atmenetileg megszabadulhatnak a theta-ciklus bizonyos
szakaszéhoz val6 féziskapcsoltsaguktol, és preszinaptikus piramissejtjeikkel egyitt
egyre korabban tiizehetnek a soron kovetkezé theta ciklusok alatt (Maurer és mtsai,
2006; Ego-Stengel és Wilson, 2007). Megfigyelésink, amelyek szerint a lokalis
interneuronok bemeneteinek nagy része a CA1 piramissgtektdl ered, tamogatja a fenn
idézett kdzleményeket. Eredményeink megerdsitik azokat a korabbi tanulmanyokat is,
amelyek szerint a CA1 régié halozati felépitése nem tartalmaz kiterjedt serkentd
reukurrens kapcsolatokat a CA 1 piramissegjtek kozott.

6.1.3. A Schaffer kollateralisok tulnyomor észt piramissejteket és egy
nagysagrenddel kevesebb interneuront idegeznek be

A CA1 piramissgjtek célelem-szelektivitésaval Gsszehasonlitva viszonylag kis
mennyiségben (7,1%) taldtunk interneuron dendriteket az in vitro jelolt Schaffer
kollaterdlisok célelemei kozott. Kordbbi kozlemények szerint a CA3 piramissegtek
boutonjainak 2,1%-a parvalbumin-pozitiv célemeleket idegez be (Sik és mtsai, 1993),
mig 2,7%-a substance P-pozitiv neuronokat innerva (Wittner és mtsai, 2006). Wittner
és mtsai (2006) azt is kimutattak, hogy a CA3 piramissgjtek rostjai elkertlik a tliskés
interneuronokat mig a tliske-mentes interneuronokat az eléfordulasi valdszintiségiiknek

megfeleléen idegezik be. A Schaffer kollaterdlisok altalunk megvizsgalt interneuron
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cdelemel  szintén tlske-mentesek voltak a megvizsgdt e ektronmikroszk6pos
sorozatmetszeteken bellll. Ezek a megfigyelések arra utalhatnak, hogy mig a rekurrens
CAl piramissejt axonok elsésorban valosziniileg tliskés horizontélis sejteket —t6bbek
kozott O-LM és HS sgjteket- innervanak (lasd fenn), addig a Schaffer kollateralisok 6
cédelemel més interneuron tipusok, pl. kosarsejtek, axo-axonikus sejtek és bistratified
sgjtek lehetnek.

Az dtalanosan elfogadott nézet szerint a CA1 régidban az éleshullam soran
detektdlhato ripple aktivitas a Schaffer kollateralisok erds serkentd hatasara jon létre
(Csicsvari és mtsai, 2000). A ripple datt a CA1 piramissgjtek tlizelése a nyugami
aktivitas hatszorosara emelkedik, mig a GABAerg interneuronok &tlagosan csak
haromszorosara novelik a tizelési frekvencigukat (Csicsvari és mtsai, 1999). Ez tehat
azt jelenti, hogy nem csak az aktivitas ndvekedik meg nagy mértékben, hanem az
aktivalt piramissgjtek ardnya is kétszeresére né az aktivalt interneuronokhoz képest. Az,
hogy a Schaffer kollaterdlisok jéval nagyobb aranyban idegeznek be piramissejteket
mint interneuronokat minden bizonnyal szerepet jatszik a CA1 piramissegjtek aranyaiban
nagyobb mértékii aktivacidjaban az éleshullam aktivitas aatt. Itt azt is meg kell
jegyezni, hogy az aktivalt interneuronok csak bizonyos interneurontipusok koézé
tartozhatnak, ugyanis bizonyitott, hogy ripple aktivitas alatt a kiilonb6z6 tipusok eltérd
viselkedést mutatnak: aktivalodnak, gétlédnak vagy nem vatoztatjak tlizelési
mintézatukat (Klausberger és Somogyi, 2008).

6.1.4. Az entorhinalisrostok réteg-specifikus célelem-szelektivitast mutatnak

A lacunosum-moleculare rétegben jelolédott  entorhinalis  boutonok az
interneuron és piramissejt célelmeiket ezek eléfordulasi valdszintiségéhez hasonlo
arényban innervaltdk. A céldemek 8,5% interneuron volt, ami jol egyezik az
interneuronok aranyaval a teljes hippocampalis neurondlomanyon beltl [11%,
(Woodson és mtsai, 1989), 7%, (Aika és mtsai, 1994)]. Hasonlé eredmények
kovetkeztethetéek Desmond és mtsai tanulmanydbol (1994), amelyek szerint az
entorhinalis boutonok ebben a rétegben 93,5%-ban tuskéket, mig 6,5%-ban
dendritagakat idegeznek be. A distalis piramissejt dendritek tliskél és dendritagai mellett

az entorhinalis rostok posztszinaptikus céleleme kdzé tartoznak a parvalbumin-pozitiv
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interneuronok (Kiss és mtsai, 1996), és valdsziniileg minden egyéb interneuron tipus,
amely dendriteket kild a lacunosum-moleculare rétegbe. Egyik f6 célsejtcsoport lehet a
neurogliaform sejtek populécidja, mivel ezek dendritfjanak nagy része ebben a
rétegben helyezkedik el (Price és mtsai, 2005).

A lacunosum-moleculare rétegben mértekhez viszonyitva sokka magasabb
aranyban idegeztek be interneuronokat az alvearis palya jeldlt rostjai a rétegen kivil (a
str. orieng/alveus, str. pyramidale és str. radiatum tertletén Gsszevont dsszes célelem
arényaban 21,3%). In vivo és in vitro stimulacios kisérletek soran az entorhinalis
bemenet altalaban igen erds feed-forward gétlést vat ki (Colbert és Levy, 1992;
Empson és Heinemann, 1995; Paré és Llinés, 1995; Soltesz, 1995; Ang és mtsai, 2005),
amely kialakuléséért az avearis payanak koszOnhetéen a lacunosum-moleculare
rétegen kiviil elhelyezkedé interneuronok is felelések lehetnek. A str. oriens és alveus
hataran futd alvearis rostok akar az O-LM sejteket is beldegezhetik, amelyek a distalis
piramissejt dendritekre érkez6 entorhinalis bemenetek feed-back kontrolljaban jatszanak
fontos szerepet (Maccaferri és McBain, 1995; Yanovsky és mtsai, 1997; Maccaferri és
mtsai, 2000). Ha ilyen kapcsolat valoban |étezik, akkor ezek a sgjtek az entorhinalis
paya dta kivaltott feed-forward gatlasban is részt vesznek, bonyolitva a CA1l régié
neuronhdl 6zatérdl akotott képet. A fentiek miatt is érdemes lenne meghatérozni, hogy
vajon milyen tipusba tartoznak az alvearis rostok dtal beidegzett interneuronok.

Az avearis palya rostjai a lacunosum-moleculare rétegbe érve csatlakoznak az
entorhinalis kéregb6l a subiculumon keresztiil érkezé rostokhoz, amelyekkel egyiitt
stirin behal6zzak a réteget. Emiatt a lacunosum-moleculare rétegben mintavétel ezett
jelélt boutonok mindkét irdnybol érkez6 rostkoteghez tartozhattak (l&sd Modszerek
fejezet). A teljes entorhinalis innervacionak valdsziniileg csak kisebb hanyada érkezik
az alveus fel6l, de sgjnos pontos adat nem &l rendelkezésiinkre (Deller és mtsai, 1996).
A jelolt axonok nagy stirisége miatt a str. lacunosum-moleculare-ba nem tudtunk
egyedi avearis rostokat akovetni, ezért nem tudtuk meghatarozni, hogy vajon ezek a
rostok megtartjak-e magas i nterneuron-célelem aranyukat ebben a rétegbenis.

Az entorhinalis kéregben és a CA1 régidban detektdhatd gamma oszcillacio
szinkronicitast mutat egymassal (Colgin és mtsai, 2009). Eredményeink szerint a CA1
piramissgitek mellett a CA1 interneuronokat is beidegzik az entorhinalis rostok. A

neurogliaform sejtek, amelyek dendritfgja specifikusan az entorhinalis rostok végz6dési
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teriletén, a lacunosum-moleculare rétegben talalhato valdsziniileg nem kapnak
szinaptikus bemenetet a CA1 piramissejtektl. Ennek ellenére a neurogliaform sejtek
tiizelése erdsen korreldl a lokalisan extracellularisan mérhetd gamma oszcillacidval
(Fuentealba és mtsai, 2010). Ez azt jelentheti, hogy a a neurogliaform sejtek aktivitasat
az entorhinalis kéreg a perfordns pdyan keresztil szinkronizdlja a gamma
frekvenciaban.

6.1.5. A CA3 és a CA1 régio kiilsé és belsé kapcsolatainak eltéré szervezédése

A CA3 régidba érkezé két fo glutamaterg bemenet az entorhinalis kéreg I1.
rétegébdl illetve a gyrus dentatusbol ered. A CAl régidval Osszehasonlitva a 0
kilonbség a szemcsesejtek moharostjaibol érkezé bemenet jelenléte, amely a CA3 stir.
lucidumban idegezi be specidlis terminalisaival az itt elhelyezkedd neuronokat. Ezek kis
divergenciaval idegeznek be kevés szdml piramissejtet, oly modon, hogy az egyedi
szemcsesgjt-piramissejt  kapcsolatok a sok szinapszissal rendelkezd nagyméretii
boutonnak kdszonhetéen nagyon hatékonyak (Henze és mtsai, 2002). Ezzel szemben a
moharostok nagy divergenciat mutatnak az interneuronok iranyaba, amelyekkel csak
egy-egy szinapszist |étesitenek (Acsady és mtsai, 1998). Ez teszi lehetévé, hogy a
szemcsesgitek és a CA3 piramissgjtek kozotti informéciGdtadas erds interneuronalis
kontroll aatt, nagyon nagy precizitassal torténjen meg (Henze és mtsai, 2002; Acséady
és Kali, 2007). A CA3 piramissgjtek rekurrens rostjai fénymikroszkopos megfigyel ések
aapjan nagyszamu piramissgjtet és egy hagysagrenddel kevesebb interneuront
idegeznek be (Sik és mtsai, 1993; Wittner és mtsai, 2006), hasonl6an az dtalunk a CA1
terliletén megvizsgalt kollateralisaikhoz.

A CA1 régié nem rendelkezik a moharostokhoz hasonl6é kilsé glutamaterg
bemenettel, az ide érkez6 megvizsgalt glutamaterg palyak (entorhinalis rostok, Schaffer
kollaterdlisok) nagy divergencid mutatnak a piramissejtek irdnyaba és kisebb szamu
interneuront idegeznek be. A moharostok hianya mellett a CA1 régi6 belsé asszociacios
kapcsolatai is kilonboznek a CA3 régidétol. A CAL tertiletén i) a rekurrens piramissejt
axonagak szama és teljes hossza alacsony, ii) ezek csak egy veékony rétegben a str.
orieng/alveus hataran helyezkednek el és iii) ahogy ebben a tanulmanyban kimutattuk,
tulnyomorészt interneuronokkal |étesitenek kapcsolatot szemben a CA3 piramissejtek

100



DOI:10.14753/SE.2012.1768

nagy mennyiségii, az egész oriens ¢és radiatum réteget behal6zo, féleg piramissejteket
innervdld rekurrens kollaterdlisaival szemben (Wittner és mtsai, 2007). A CAl
piramissgitek rekurrens kollaterdlisai a divergencia alapjan inkdbb a szemcsesejtek
moharost terminalisaira emlékeztetnek, de esetilkben nincsnek kiillonb6zo célelemekre
specializi3l édott, morfologiailag eltéré termindlis-tipusok, és a moharostoktdl eltéréen
glutaméterg célelemeikkel valoszintileg nem képeznek erésebb kapcsolatot mint az
interneuronokkal .

A CAL1 piramissgitek rekurrens rostjainak kisebb szama és az interneuron
célelemelk nagyobb aranya azt is eredményezheti, hogy a nagyobb kiterjedésii rekurrens
axonfaval rendelkez6, de az 6sszes célelem ardnyaban kevesebb interneuront beidegz6
CA3 piramissegjtekkel korllbelll megegyez6 szamu lokalis interneuront innervanak.
Ezzel szemben a CA3 piramissgjtek rekurrensel esetében joval nagyobb a beldegzett
lokdlis piramissgjt-cBlelemek szédma, amelyek létrehozzdk a csak a CA3 régidra
jellemz6, memorianyomok kialakitasaban fontos szerepet jatszo auto-asszociacios
hal 6zatot (Acsady és Kali, 2007). A két teriilet kiils6 és bels6 kapcsolatainak kiilonb6z6
anatdmiai szervez6dése alapjat képezi az informacio eltérd feldolgozasanak.

Osszegezve a leirtakat arra kovetkeztethetiink, hogy eredményeink szerint a
kiilonb6z6 glutamaterg palyak célelem-szelektivitasét elsésorban a bemenetek forrésa
hat&rozza meg. Ez afinoman kiépitett hal 6zati rendszer kialakulasaval komplex neurdlis
milkodések 1étrejottét tette lehetdvé. Fontos lenne megvizsgdni, vajon az ebben a
dolgozatban tanulmanyozott piramissgitek hasonl0 vagy kiilonb6z6 célelem-
szelektivitast mutatnak-e az ataluk beidegzett tovébbi kérgi terlleteken, a CA3
régiodban, az entorhinalis kéregben és a subiculumban.

6.2. A HS sejtek kapcsolatrendszere

A HS sgtek morfologiai  vizsgalata aapjan az aldbbiakban felsorolt
kovetkeztetéseket tudtuk levonni: i) Az MS-DB-bdl ered6 GABAerg axonok beidegzik
a HS sgteket, az Osszes rétegben, ahol eléfordulnak. ii) A HS sejteknek kiilonbozo
morfologial tipusai jellemzéek a hippocampalis formatio kiilonb6zé teriiletein és
rétegeiben: a ritkan-tliskés HS sejtek a CA1-3 str. oriens, a CA3 str. radiatum tertletén
helyezkednek el, mig a CA3 str. lucidumban stirtin-tliskés HS sejtek figyelheték meg. A
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hilusban mindkét tipus megtaldhatd, kdztes bélyegeket mutatd HS sejtekkel egyditt. iii)
A ritkan-tliskés és stirtin-tliskés HS sgjtek szinaptikus bemeneteinek denzitasa eltérd, és
csoportra jellemz6é sajatossag. A ritkan-tiskés sejtekre nagy mennyiségii szinaptikus
bemenet érkezik (~22 000 a CA1 oriens rétegében 1évé sejtek esetében), amelybol
~14% GABAerg. A stiriin-tiskés sejtek még ennél is tobb, féleg kisméretli moharost
boutonoktdl eredé bemenetet kapnak (~37 000 a str. lucidumban 1évé HS sejtek
esetében), de GABAerg nem-principalis sejtek csak ritkan innervaljak ket (2,3%). iv)
A HS sgjtekre érkez6 GABAerg bemenetek nagy hanyada eredhet az MS-DB-b6l (akar
54,5% a széman illetve 27,6% a dendriteken a ritkan-tliskés HS sejtek esetében). v) A
ritkén-tliskés HS segjitek axon inicidlis szegmentumét GABA-negativ és GABA-pozitiv
bemenetek is beidegezik, és az utobbiak kdzoétt septo-hippocampalis eredetii boutonok
is lehetnek. vi) A CAIl teriiletén elhelyezked6 HS sgjtek jelen tanulméanyban
megvizsgalt axonkollateralisai foleg vékony piramissejt dendriteket, ritkébban pedig
piramissejt tlskéket és interneuronokat idegeztek be. vii) A HS sgtek szinaptikus
kapcsolatot |étesithetnek egyméssal, ahogy azt egy esetben megfigyeltik két jelolt HS
st kozott.

6.2.1. A hippocampus ésaz M S-DB reciprok kapcsolata: a HS sejtek GABAerg
bemeneteinek jelentos része az M S-DB-bél eredhet

Kombinalt retrograd és anterograd palyakoveté modszert alkalmazva ebben a
tanulmanyban mi bizonyitottuk elészor kozvetleniil, hogy a HS sejtek a septo-
hippocampalis GABAerg axonok céleleme kozott vannak. Ez nem teljesen vératlan
eredmény, ugyanis a kovetkezé6 megfigyelések alapjan lehetett indirekt modon
kovetkeztetni ra i) Gyakorlatilag minden HS sejt tartalmaz somatostatint (Zappone és
Sloviter, 2001; Jinno és Kosaka, 2002; Gulyas és mtsai, 2003; Jinno és mtsai, 2007), és
ismert, hogy a str. oriens somatostatin-immunoreaktiv sgjtjei preferdlt céldeme a
GABAerg septo-hippocampalis rostoknak (Gulyas és mtsai, 1990). ii) A septo-
hippocampalis pdya beidegzi a cabindin-pozitiv sejteket is (Freund és Antal, 1988;
Miettinen és Freund, 1992a), amelyek kozott szintén vannak MS-DB-be vetit6 sejtek
(Téth és Freund, 1992; Jinno és Kosaka, 2002; Gulyas és mtsai, 2003; Jinno és mtsai).
Iii) Kozvetett bizonyitéknak szamitanak azok a megfigyelések is, amelyek szerint a HS
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sgjtek nagy tobbsége NGF-t expresszal (Acsady és mtsai, 2000q), és a NGF-tartalmu
sejteket a septo-hippocampalis axonok preferencidlisan beidegzik (Rocamora és mtsai,
1996). iv) A strtin-tiskés calretinin-immunoreaktiv sejtek, amelyek megfeleltethetéek a
striin-tiskés HS sgteknek (Gulyds és mtsai, 2003) szintén kapnak GABAerg
bemeneteket az MS-DB-bé1 (Acsady és mtsai, 1993).

Az MS-DB-bél ered6 GABAerg beidegzés kiilonlegesen erds a ritkan-tliskés HS
sgjtek esetében, amelyeken a fénymikroszkdpban minden rétegben rengeteg jel oIt septo-
hippocampalis boutont |ehetett megfigyelni (akar 90 bouton/sejt egy db 60 um vastag
metszeten belll). A siirlin-tliskés sejteket a jelolt septo-hippocampalis bouton sokkal
ritkdbban idegezték be (maximum 8 boutorn/sgjt egy db 60 um vastag metszeten bel ll).
Ez a kulénbség megmagyardzhatd a ritkan-tiskés HS sejtre érkez6 GABAerg
bemenetek magasabb aranyaval (14%-a az 6sszes bemenetnek) a stirtin-tliskés HS
sejtekéhez képest (2,3%- a az Gsszes bemenetnek). igy az MS-DB-bdl eredé6 GABAerg
bemenetek aranya az adott sgjttipus Osszes GABAerg bemenetéhez képest kdzel
egyforma lehet a két csoport esetében. A mintankban a septalis GABAerg bemenetek
arénya az 0sszes GABAerg bemeneten belll igen valtozo volt, és maximalis értéke
54,5% volt a szoméakon és 27,6% a dendriteken belll. Mindkét maximalis értéket egy-
egy ritkan-tliskés HS sejten talaltuk. Mivel palyajelolé anyaggal csak a bemenetek egy
részét tudjuk megjelolni, az is elé6fordulhat, hogy még ezek az értékek is aldbecsilik a
septalis GABAerg bemenetek valodi aranyat, ami arra utal, hogy a HS sejtek f6
GABAerg bemenete az MS-DB-bdl szarmazik. Ez azt is jelentheti, hogy a HS sgjtek
mitkodését a lokdis interneuronok kisebb mértékben befolyasolhatjék mint az MS-DB
GABAerg sgitel.

Toth és mtsai kozlemeénye (1993) szerint az MS-DB és a hippocampus kdzott a
masik irdnyban is sgjtpopul &Cié-szintii reciprok kapcsolat van: a HS sejtek GABAerg
rostjiai az MS-DB-n belll beidegzik a hippocampusba vetit6 GABAerg sejteket. A
kapcsolat divergencidjat még egyik irdnyban sem ismerjiilk. Ha ez megfelelden nagy
mértékii, akkor akar egyedi HS sejt - septo-hippocampalis sejt parok is lehetnek
kozvetlen reciprok kapcsolatban. Mindez fontos szerepet jatszhat a theta ritmus
kial akitésdban, a két terllet oszcillacidinak dsszehangol asaban (Wang, 2002; Manseau
és mtsai, 2008). Wang neuronhal 6zat-modelljében (2002) példaul sem a MSDB- sem a
HS sqgtek populacigja 6nmagaban nem tudott theta ritmusban szinkronizaodni,
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dlenben ha a ké csoportot reciprok moédon Osszekdtotte mindkét  popul&cid

szinkronizéci 6t mutatott.

6.2.2. A ritkan-tuskés és siiriin-tliskés HS sejtekre érkezo szinaptikus bemenetek
denzitasa ésforrasa

6.2.2.1. Mddszertani megfontol sok

A HS sgtek szinaptikus bemeneteinek tanulmanyozésa soran meg kellett
kiizdenink azzal az akaddllyal, amit a HS sgjtek teljes dendritf§anak megjelenitése
okozott. A palyajelolé anyag a legtobb sejtet csak részlegesen tdltétte fel, igy mig a
szOéma és a proxmalis dendritek ataldban erdsen jeldltek voltak, a distalis dendritek
kovetése nehézségekbe Utkdzott. Emiatt csak harom ritkén-tliskés CA1 HS sejt és csak
egyetlen stiriin-tliskés HS sgjt teljes dendritfgjat tudtuk rekonstrualni. A harom CA1-ben
rekonstrudlt sejt dendritjeinek teljes hossza csak kevesebb mint 4%-ban kil 6nb6zott, és
a tovabbi, csak részlegesen rekonstrudt CAl1 HS sgtek is nagyon hasonld
morfolégiaval rendelkeztek. Ezért Ugy gondoljuk, hogy a CA1l HS sejtek esetében
szamitasaink megkozelitik a valos értékeket, és tovébbi mitavételezett sejtek
valdsziniileg nem befolyasolnéak jelentés modon az eredményeinket. Mivel a CA3 str.
lucidumabdl csak egyetlen sgjt dendritfgat tudtuk teljesen rekonstrudlni, az esetiikben
kapott értékek csak elsd, durvabb becslésnek tekinthetok.

6.2.2.2. Aritkan-tuskés HS sejtek a lokalis piramissegjtek aktivitasat mintavetel ezik

Eredményeink szerint a ritkan-tiskés HS sejtek elhelyezkedése megfelel
azoknak a rétegeknek, ahol az adott tertleten taldhato principdlis sejtek lokalis axonjai
végzOdnek. A CAL régidban szOmguk és dsszes dendritjik a str. oriens és aveus
terlletén taldhatd, leggyakrabban a két réteg hatarén, éppen ott, ahol a CAl
piramissejtek lokdlis axonjai is futnak. igy ezek a sgtek lehetnek az egyik f6
célelemcsoportja a CA1 piramissgteknek, amelyek preferencidisan interneuronokat
idegeznek be, ahogy azt a dolgozat elsé részében bemutattam. Ezt megerdsiti Blasco-
Ibanez és Freund kozleménye (1995), amely szerint az itt elhdyezkedé mGluR1a-

pozitiv és calbindin-tartalmu interneuonok glutamaterg bemeneteinek jelentds része
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(>70%) a CAl piramissejtek lokalis rostjaitol ered. Mivel a ritkan-tliskés HS sejtek
mindkét emlitett markert expresszéljak (Toth és Freund, 1992; Gulyés és mtsai, 2003;
Jinno és mtsai, 2007) valGsziniileg ennek a csoportnak a glutaméaterg bemenetei kozott
isaCA1 piramissgjtek szinapszisai dominalnak.

A CA1 dtr. oriensben taldhaté HS sejiteket innervalhatjdk az entorhinalis palya
alvearis rogtjai is (Deller és mtsai, 1996), amelyek vizsgdataink szerint leginkabb ezen
a terlleten mutatnak preferenciat az interneuronok iranyéba (3. tablazat). Ezeken tul
elhelyezkedésiik aapjan glutaméterg bemenet érkezhet a CA1 HS segjtekre a Schaffer
kollateralisoktdl és az amygdalabdl is (Pikkarainen és mtsai, 1999).

A CA3 régidban a CA3 piramissejtek lokdlis axonjai mind a radiatum, mind az
oriens réteget siiriin behalozzak. Ennek megfeleléen, a CAl régioban megfigyeltekkel
elentétben a CA3-ban a ritkan-tiiskés HS sgjitek mindkét rétegben megtal dhatoak.
Emellett a CA3 dtr. oriensben taldhatd HS sgtek dendritjel beléphetnek a str.
radiatumba, amire a CA1 esetében nem |attunk példat. Szintén a lokalis piramissejtektol
érkez6 bemenetek dominanciajara utalhat az a megfigyelésiink, ami szerint a ritkan-
tuskés HS sgjtek dendritjel radidlisan keresztezték a str. lucidumot és az ezeken mert
input-denzitéds alacsonyabb volt mint a str. oriensben vagy a str. radiatumban mért
értékek. Ez azt mutathatja, hogy a moharost-terminalisok feltehetéleg elkerdlik a ritkan-
tlskeés sgjtek dendritjeit.

Mivel a mintavétel azonos modon tortéent, eredményeinket ©ssze |ehet
hasonlitani a csoportunk &tal eddig megvizsgat interneuron-tipusok szinaptikus
bemeneteinek adataival (Gulyas és mtsai, 1999; Matyas és mtsai, 2004). Az eddig
megvizsgdlt interneuron tipusok kozil a HS segtekre érkezik a legtobb bemenet
(~22 000/sgjt), amely meghaladja az eddig ismert legsiiriibb beidegezést fogado PV-
pozitiv sejtek Osszes bemenetének szamét is (~16 300/sgt). Mivel a kordbban
megvizsgalt sejtcsoportok radidlis-, minden hippocampalis réteget elfoglal 6 dendritfaval
rendelkeztek, a CA1 HS sejtekkel dsszehasonlitva bemeneteiknek csak kisebb hanyada
érkezhetett a CA1 piramissejtektél. Mindezek alapjan a CAl teriiletén a megvizsgalt
sejtcsoportok koziil valdsziniileg a HS sejtek mintavételezik leghatékonyabban a lokalis
aktivitast. Mi lehet ez alapjan a ritkan-tiskés HS segjtek szerepe a hippocampalis
miikodésekben? In vivo, a double-projection (HS) sejtek erdteljesen noveli tiizelési

frekvencigukat az éleshullam-asszocidlt ripple aktivitas alatt (Jinno és mtsai, 2007).
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Akcios potencidjaik roviddel a CALl piramissejtek kistilését kovetik, ami aapjan az
aktiv lokalis piramissgitekt6l szarmazo nagy szamu bemeneteik hatasara kezdhetnek
tizelni (Jinno és mtsai, 2007). Az MS-DB-ben tddhatd sgtek gétoltak a
hi ppocampusban meért ripple oszcillaci6 aatt (Dragoi és mtsai, 1999; Borhegyi és mtsai,
2004), amiért mindezek aapjan az ebben a fazisban igen aktiv HS sejtek septalis
terminalisai altal kibocsatott GABA lehet felelds. A HS sejtek ezzel a miikodésiikkel
megakadal yozhatjak a theta oszcillacio |étrejottét az éles hullam aktivitas alatt (Jinno és
mtsai, 2007). Emellett az MS-DB-ben taldhatd gatlosejtek szinkron el csendesiil ésének
koszonhetden a hippocampalis interneuronok felszabadulhatnak a septo-hippocampalis
paya gétlasa adl (Téth és mtsai, 1997). Ennek eredményeképpen gatl6 hatést fejthetnek
ki a sharp wave burstokért felelés piramissejtekre, és ezaltal negativ visszacsatolast
|étrehozva megszintethetik az adott ripple-t (Dragoi és mtsai, 1999). A HS sgjtek CAl
régio piramissejtjeit beidegzé lokalis kollateralisaiknak els6dlegesen nem a gétlasban
lehet szerepiikk, hanem a piramissejtek fesziiltségfiiggd ioncsatorndinak de-
inaktivaciojaban, ami altal lehetové teszik ezek tovabbi tiizelését (Jinno és mtsai, 2007;
Klausberger, 2009).

A GABAerg bemenetek ardnyat (14%) illetéen a ritkan-tliskés HS sejtek a sor
kozepén helyezkednek el a tobbi interneuron csoport kdzott (PV-pozitiv sejtek: 6%,
CR-pozitiv sejtek: 21%, CB-pozitiv sejtek: 29%, CCK és VIP-pozitiv kosarsejtek:
36%). A ritkan-tiskés HS sejtek f6 GABAerg bemenete az MS-DB-b6l szarmazik (1asd
az el6z6 fejezetet), €s tObbszords beidegzést kaphatnak mas HS sejtektdl is, ahogy azt
egy sgt esetében megfigyelhettik. A VIP és CR tartalmd harmas tipusi interneuron-
szelektiv sejtek csoportja szintén beidegezheti dket, ugyanis ezek rostjai a HS sejtek
elhelyezkedés teriiletén a CA1 str. oriengaveus hatéron futnak, és itt beidegzik az
mGluR 1a-pozitiv és calbindin-tartalmu interneuronokat, kozottiik feltehetéleg a HS
sejteket is (Acsady és mtsai, 1996; Ferraguti és mtsai, 2004).

A CA1 HS sgtek dendritfganak morfologiga hasonlé az O-LM sejtekéhez:
mindkét sgttipus horizontalis str. oriens/adveus hataron hizodd dendritekkel
rendelkezik (McBain és mtsai, 1994; Maccaferri és McBain, 1995; Sik és mtsai, 1995),
igy f6 bemenetét valosziniileg a CA1 piramissejtektdl kapja. Ennek ellenére az
éleshulldm soran megfigyelhet6 ripple aktivitds soran teljesen ellentétes viselkedést
mutatnak: mig a HS sejtek ekkor a legaktivabbak (Jinno és mtsai, 2007), az O-LM

106



DOI:10.14753/SE.2012.1768

sgjtek kifejezetten gétoltak alatta (Klausberger és mtsai, 2003). Ezt az eltérd
membrantul gjdonsdgok, ioncsatorna eloszlasok mellett a GABAerg bemenetek eltérd
anatdmiai szervezédése is okozhatja, ezért érdemes lenne megvizsgalni a bemenetek
tulajdonsagait az O-LM sejtek esetébenis.

A CA3 régio ritkan-tuskés HS sgtjein nagyon hasonld szinaptikus denzités
értékeket mértiink mint a CA1 terlletén, ami arra utal, hogy a ritkan-tiiskés HS sejtek
hasonl6 szerepet tolthetnek a CA3 és a CA1 neuronhal 6zatdban. Fontos megjegyezni,
hogy béar a megvizsgalt ritkan-tliskés HS segjtek bemeneti tulgdonsagai igen hasonl 6ak
voltak, ismert, hogy a kiilonb6z6 neurokémiai markerek expresszaldsa alapjan
heterogén csoportot alkotnak mind a CA1 mind a CA3 terlletén. Az M2 muszkarinos
receptor expresszal0 HS segjtek példaul altalaban nem expresszalnak mGluR la receptort
(Jinno és mtsai, 2007), amely aapjan a ritkan-tiskés HS sgjtek csoportjan belll két
alcsoport |étezhet. Ezek esetleg funkciondlisan is eltérhetnek egymastdl. Mindazonaltal
a szinaptikus bemenetek vizsgdlata soran a mintankban nem taldkoztunk nagy egyedi
kiilonbségekkel, ezért ugy gondoljuk, hogy a kiilonbdz6 markereket expresszald ritkan-
tlskés HS sgjtek input-denzitas értékei hasonl6ak |ehetnek.

6.2.2.3. A siiriin-tuskés HS sejtek f6 bemenete a szemcsesejtektol ered

A str. lucidum siiriin-tlskés sgjtjei azonosnak tekinthet6k a korabban leirt siiriin-
tuskés calretinin-pozitiv sejtek csoportjaval (Gulyas és mtsai, 2003). Ezek a sgtek a
neviket a dendritjeiket és szOmaukat is siiriin beboritd tiiskékrdl kaptak, amelyek
rengeteg szinaptikus bemenetet fogadnak (Gulyéas és mtsai, 1992; Soriano és Frotscher,
1993). Ebben a tanulményban a kordbbi becslés helyett egy pontosabb méréssel
kKimutattuk, hogy a hippocampusban eddig kvantitativna. modon megvizsgalt
neuronpopulaciok kozil ezekre a sejtekre érkezik a legtobb szinaptikus bemenet
(=37 700; Gulyas és mtsai, 1999; Megias és mtsai, 2001; Méatyas és mtsai, 2004).
Szoméjuk és horizontdlis dendritfguk, amelynek Gsszes aga extrém réteg-specificitast
mutatva a str. lucidumban huzodott szinte az Gsszes szinaptikus bemenetét kisméreti,
gyengén GABA-pozitiv moharostterminalisoktdl kapta. Kordbbi megfigyel ésekkel
egyezben Orias moharosttermindlisokat csak elvétve taldtunk ezeken a sgjiteken (Gulyés
ésmtsai, 1992; Acsady és mtsai, 1998). Ez az erdteljes serkentd bemenet csak rendkiviil
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gyenge gétlé beidegzéssel tarsult; a nem-principalis sejtektdl eredé GABAerg
bemenetek ardnya az dsszes bemeneten belll csupan 2,3% volt. Ez a alacsony arany
megmagyarazhatja azt a megfigyelést, hogy ez a sgttipus rendkivil érzékenynek
bizonyult ischemiaban (Freund és Magléczky, 1993; Hsu és Buzsaki, 1993; Arabadzisz
és Freund, 1999) és kisérletes epilepszia modellekben (Magldczky és Freund, 1995; van
Vliet és mtsai, 2004). Feltételezhet6, hogy a moharostok sarjadzésa miatti illetve az
ischaemia alatt bekovetkezd excitotoxikus hatdst nem tudja kivédeni ilyen alacsony
szamu gatl6 bemenet, ezért ezek a sejtek hamarabb el pusztulnak.

A ritkan-tliskés és siirlin-tliskés HS segjtek bemeneteinek eltérd eredetét (lokalis
piramissgitek versus szemcsesgjtek) tdmasztja ala Wittner és mtsai megfigyel ése (2006),
amely szerint a CA3 piramissgjtek axondgai beidegezik a tliske-mentes interneuron
dendriteket, de elkerillik a tlskés interneuronokat. A CA3 régidban taldhato ritkan-
tliskés HS sgjtek dendritfganak csak a legdistalisabb része hordoz elszortan tiskéket,
ezért ez a sgittipus a fenti tanulmanyban a tiiske-mentes interneuronok kozé sorolando.
Mi avizsgdataink soran azt talatuk, hogy a szemcsesejtek a HS sgjtek esetében a CA3
piramissgjtekkel épp ellentétes szelektivitast mutatnak: beidegzik a siirin-tliskés HS
sejteket, de csak ritkan |étesitenek szinapszist a ritkan-tiiskés HS sejtekkel.

6.2.2.4. A hilaris HS sejtek

B& a hilaris HS sgtek nagyon heterogén csoportot alkottak, a dendritfguk
hasonl6 elhelyezkedést mutatott. Az Gsszes megfigyelt sejt kozos jellemzdje volt, hogy
dendritjeik sosem léptek be a str. granulosum vagy a str. moleculare rétegekbe, amibol
arra kovetkeztethetlink, hogy az entorhinalis rostok valoszinlileg nem idegezték be dket.
Ez alapjan ez a csoport akar azonos popul &cidba tartozhat a somatostatin-pozitiv hilaris
perforans pdya-asszocidlt sejtekkel (HIPP sgtek, Han és mtsai, 1993; Buckmaster és
Schwartzkroin, 1995). Utdbbiak a str. moleculare kiils6 kétharmadaban idegezik be a
szemcsesgitek dendritjeit, igy a perforans palya bemeneteket tartjak gétlé kontroll alatt
(Halasy és Somogyi, 1993). A hilusban az ellenoldali gyrus dentatusba vetitd
GABAerg sgtek is vannak (Zappone és Sloviter, 2001), de még nem tudjuk ezek
egyidejiileg vetithetnek-e az MS-DB-beis. A hilaris HS sgjtek bemeneteik nagy részét a
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stirin-tiskés HS sgjtekhez hasonldan a szemcsesgjtek moharostjainak kisméreti
filopodidlis és en passant terminalisaitdl kapjak.

6.2.2.5. A HS sejtek lehetséges szerepe pathologicus folyamatokban

A hilaris somatostatin-pozitiv interneuronok szama a str. lucidumban taldhato
stirlin-tliskés sgjtekéhez hasonlGan szintén csokken ischaemiat kovetéen (Johansen és
mtsai, 1987), kiilonboz6 epilepszia modellekben (Sloviter, 1987; Freund és mtsai, 1992;
Lowenstein és mtsai, 1992; Sperk és mtsai, 1992; Mitchell és mtsai, 1995; Buckmaster
€s Dudek, 1997) és temporalis lebeny eredetii epilepszidban szenvedd betegekben (de
Lanerolle és mtsai, 1989; Mathern és mtsai, 1995; Sundstrom és mtsai, 2001). A hilaris
és stirlin-tiskés CA3 HS sgtek korai degenerécigja a fenti allapotokban azzal a
kovetkezménnyel jarhat, hogy a hippocampo-septalis projekcionak megsziinik az a
ritkan-tiskés HS sejtjeitél eredd MS-DB-be vetitd axonok viszont valdsziniileg
megmaradnak, ugyanis a str. oriens calbindin és somatostatin-pozitiv (feltehetéleg HS-)
sgtjel talélének bizonyultak az egyik kisérletes epilepsziamodellben (Cossart és mtsai,
2001; Dinocourt és mtsai, 2003). Ez azt jelentheti, hogy a tovabbiakban a
hippocampalis formatio principélis sgjtjei kozul csak a piramissegjtek aktivitasa alapjan
lesz lehetéség az MS-DB szabdyozésé&ra. A pilocarpin és kédinsavas epileszia
modellekben az enyhe rohamokat és anatdmiai valtozasokat mutatd alatokban a CA1
piramissejt axonok sarjadzasa figyelheté meg (Esclapez és mtsai, 1999). Ez viszont azt
eredmeényezheti, hogy a CA1 ritkan-tiiskés HS sejtek CAl piramissejtektol eredd
bemeneteinek szdma - ami vizsgdataink szerint kontroll alapotban is rendkivil magas
— megndhet. Ennek kovetkeztében a ritkan-tiiskés HS sejtek aktivitdsa is fokozddhat,
igy jelentésebb mértében befolyasolhatjak az MS-DB septo-hippocampalis sgtjeit. A
HS sgtek MSDB-t és hippocampust is tartalmazd szeletben 1PSP-ket és rebound
spikeokat vathatnak ki az MSDB GABAerg neuronjaiban (Manseau és mtsai, 2008),
ami alapjan fontosak lehetnek a theta ritmus szabdlyozasaban. Epilepszia sordn ezen
funkcigjuk a pusztulasuk (stirtin-tliskés HS sgjtek) vagy |ehetséges aktivitasvaltozasuk
(ritkan-tiskés HS sgjtek) miatt feltételezhetbleg sériil, de erre kdzvetlen bizonyiték még
nincsen. Ismert, hogy a pilocarpinnal elddidézett epilepszia korai szakaszaban, amikor
még a CAl piramissejtek tobbsége (90%) megdrz6dott, a theta ritmus megvatozik a
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kontroll dlatokéhoz képest (Chauviére és mtsai, 2009). Ez egyditt jar a térbeli memodria
kérosodésaval, amelynek mértéke korreld a theta ritmus powerének csokkenésével
(Chauviere és mtsai, 2009). A térbeli memdria kérosodasa mogott a hippocampus
helysgtjeinek deficitje alhat, ezek aktivitésa ugyanis korai életkorban torténd
hippocampalis epileptikus gorcsoket kovetden tartosan megvaltozik a kontroll dlatok
helysatjeihez képest (a helymezok kevésbé stabilak, informacio tartalmuk alacsonyabb;
Karnam és mtsai, 2009). Az viszont, hogy a theta ritmus véaltozasa és a kdvetkezmeényes
térbeli memoria kérosodas barmilyen kozvetett vagy kdzvetlen ok-okozati kapcsolatban
al a HS sgtek siiriin tiiskés csoportjanak pusztulésaval ill. ritkan-tliskés HS sgjtek
feltételezett aktivitasnbvekedésével még nem ismert (Colom, 2006). A theta ritmus
antiepileptikus hatésu (a gorcsok gyakorisaga aacsonyabb spontan vagy kivaltott theta
aatt; Colom, 2006), igy ha szabadlyozéasdban valOban szerepet jatszanak a HS sgjtek,
akkor pusztuldsuk vagy aktivitésvltozésuk a theta ritmus powerjének csokkentésén

keresztul hozzgjarulhat a betegség elérehaladasahoz.

6.2.2.6 A ritkan-tliskés HS sejtek axon inicidlis szegmentumdt beidedegzd septalis rostok
jelentosége

Mar kordbban is tudtuk, hogy a gatloseitek axon inicidlis szegmentumat is
beidegezhetik GABAerg terminalisok (Gulyas és mtsai, 1999; Matyas és mtsai, 2004),
de ezek eredete bizonytalan volt, ugyanis az axo-axonikus sejitek csak a principais
sgjitek axon inicidlis szegmentumait innervaljak (Somogyi és mtsai, 1982; Somogyi és
mtsai, 1983). A kutatécsoportunk korabbi eredményei szerint a parval bumin-pozitiv
interneuronok axon inicidlis szegmentumain taldhatdé boutonok nem tartalmaztak
parvalbumint, ami megerdsiti, hogy ezek nem a (parvalbumin-pozitiv) axo-axonikus
sejtektdl eredtek (Gulyés és mtsai, 1999). Kisérleteink sordn megdlapitottuk, hogy a
ritkén-tliskés HS sejtek axon inicidlis szegmentumait beidegz6 boutonok eredhetnek az
MS-DB GABAerg sejtjeitol, amelyek ezaltal igen hatékony modon befolyasolhatjak a
ritkan-tliskés HS sejtek akcids potencidjait, kimeneti jelét. A piramissgtek axon

inicialis szegmentumain megfigyeltekhez hasonldan a befolyas irdnya (serkentés vagy

syt
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transzporterek jelenlététol fiigghet (Szabadics és mtsai, 2006), amelyek eloszlasat a HS
sgjtek és egyéb interneuronok esetében még nem ismerjik.

A CAl terlletén a HS sgtek axon inicidis szegmentumait a GABAerg
boutonoknal kisebb méretii GABA-negativ termindlisok is beidegezték, hasonlé
aranyban, ami a szomara is jellemz6 volt. Tadtunk egy olyan GABA-negativ
bemenetet is, amely a beidegzett axon inicidlis szegmentum mellett egy piramissejt
tiiskét is innervalt. Ez alapjan feltételezheté, hogy az axon inicidlis szegmentumokat
beidegz0 GABA-negativ boutonok glutamat neurotranszmitterrel rendelkeznek.
Mindezek alapjan ugy tiinik, hogy a HS sejtek axon inicidis szegmentumanak
bemenetel a szOma és a proximalis dendritek bemeneteihez hasonléan szervezddnek, és
nincs olyan nagy eltérés a kiillonb6z6 kompartmentumok kozott, mint a principalis
sgjitek esetében. Utdbbi a CCK-pozitiv kosarsgjtekre is igaz, mert esetiikben is talatak
GABA-negativ bemeneteket az axon inicidlis szegmentumokon, a széman mert
értékekhez hasonl6 ardnyban (Matyéas és mtsai, 2004).

6.2.3. A HS sgjtek kiilonbozé célelem-szelektivitdst mutathatnak

A HS sgtek lokdlis posztszinaptikus célelemeit csoportunk elGszor fiatal
patkanyban vizsgdlta meg (Gulyéds és mtsai, 2003). Gulyés és mtsa ebben a
tanulmanyban a kovetkezé modon jelolték meg a HS sejteket: az MS-DB-be retrograd
jeloléanyagot, fluoreszcens mikrogyongyot injektaltak, majd a miitott patkanyok
hippocampusabdl szeleteket készitettek és az egyedi, fluoreszcensen vilagitd sejteket
biocytinngl toltottek fel in vitro. A megvizsgdlt HS segtek axonfga minden
hippocampalis rétegben eléfordulhatott, és az interneuron-szelektiv sejtekre jellemzo
modon a kollaterdlisai mentén szabadytalan tavolsagokra taldhaté boutonokkal
rendelkezett, amelyek kizérolag interneuronokat idegeztek be (5. abra). Ezzel szemben
egy késObbi tanulmanyban, Jinno és mtsai (2007) altal in vivo, juxtacellularisan
feltoltott, MS-DB felé iranyuld axonnal rendelkezd sejtek féleg vékony piramissejt
dendriteket innervaltak a str. oriensben és radditaumban. A jelen tanulmanyban harom
retrograd uton, BDA tracerrel jel6lt CA1 HS sgjt célelem-szelektivitasat vizsgaltuk meg
felnott patkanyban. Ez a Jinno és mtsai altal jelolt sejtekére hasonlitott: az &talunk

megvizsgalt sejtek axonjai a str. radiatumban és oriensben arborizéltak, féleg vékony
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piramissgjt dendriteket (80,6%) és ritkdbban piramissgjt tliskéket (11,7%) idegeztek be,
a posztszinaptikus interneuronok arényajéval aacsonyabb volt (3,3%).

Az ellentmondésra tobb |ehetséges magyarazat is létezik: i) Az egyik lehetséges
magyarazat, hogy a HS sgjtek célelem-szelektivitasa valtozhat a fejlédés folyaman,
ezért eltérd lehet a fiatal és feln6tt patkanyokban. A fejlédé allatban a HS sejtek els6
cdelemel  interneuronok lehetnek, amelyek a piramissejteket megelézve
differencidédnak, kortlbelll a septo-hippocampalis axonok megérkezésével azonos
idében (Soriano és mtsai, 1986; Lang és Frotscher, 1990; Linke és Frotscher, 1993;
Dupuy és Houser, 1997). Ezt kovetéen, a piramissejtek differencialodasaval
parhuzamosan megsziinhet az interneuronokat beidegzd szinapszisok nagy része, és 1j,
piramissgjtekkel szinaptizdl 6 boutonok johetnek Iétre. Ezzel egy idében az axonagak
elhelyezkedése is vatozhat. Az atalunk megvizsgalt setek egyikének axonfga, -
amellett, hogy a masik két sejthez hasonloan féleg piramissejteket innervalt - egy rovid
részletén kevert target-szelektivitast mutatott: rakuszott egy masik jeldlt HS sgjt két
dendritjére és azzal kilenc szinapszist |étesitett. Ez arra utalhat, hogy ezen a szakaszon
€z a sgjt megtarthatta eredeti célelem-szelektivitasat. ii) A masik |ehetséges magyarazat,
hogy a CA1 HS sejtek heterogén csoportot képeznek a célelem-szelektivitasuk és axon
arborizaciojuk szerint mind fiatal mind felnétt allatban. Ez esetben felmerll a kérdés,
hogy miért nem taldni interneuron-szelektiv HS sejtet in vivo, illetve piramissejteket
beidegz6 HS sgjtet in vitro. EQy lehetséges vdlasz, hogy joval kevesebb interneuron-
szelektiv HS sgit van, igy megjelolésiiknek kicsi az esélye in vivo. Azt a tényt, hogy
ezzel szemben in vitro csak ilyen sejtet sikertilt feltdlteni talan azzal magyarézhatjuk,
hogy az in vitro mintavétel nem volt teljesen random a kovetkez6k miatt: i) Lehetséges,
hogy a kiilonb6z6 retrograd jel6lé anyagokat eltérd tipusu sejtek veszik fel. A BDA
3kD felvétele példaul aktivitas-fliggd (Jiang és mtsai, 1993), igy az aktivabb segjttipusok
nagyobb szamban |lehetnek az ezzel az anyaggal megjelolt sejitek kozott. Elképzel hetd,
hogy a fluoreszcens mikrogyongyoket az interneuron-szelektiv HS sejtek csoportja vette
fel inkabb, igy relative nagyobb aranyban képviseltették magukat a hippocampusban
jelolt HS sgjtek kozott. i) A szeletben taldt, mikrogyongyo6t tartalmazd HS sejtek
tobbsége (~90%) nem volt éetben, igy ezeket nem lehetett biocytinnel feltdlteni. Ha
gtérés van a kiilonb6zé HS sejt csoportok tulélési rétdjaban, vagyis ha a piramissejteket

beidegzd HS sejtek érzékenyebbek a szeletkészités soran megvaltozott koriilményekre
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mint az interneuron-szelektiv HS sejtek, akkor el6fordulhat, hogy az eredetileg ritkabb,
de a szeletkészitésre rezisztensebb interneuron-szelektiv sgjtek lesznek tdbbségben az
€10, biocytinnel feltdlthetd sejtek kozott.

6.2.4. A CA1 HS sgjtek kiterjedt, tobb agyteriiletre is vetité axonfgja

A harom, ebben a tanulmanyban rekonstrudlt CA1 HS sgjt lokdlis axonfgja a
hippocampusnak rendkiviil nagy teriiletét betoltotte, laza axonhéaldzatot képezve féleg a
str. oriens és radiatum rétegben (17. abra). A szématdl akar 900 um tavolsagra is
megfigyeltink boutonokat hordozé kollaterdlisokat. Az egyik sgjt esetében a CA3
terlletén is taldtunk axonagakat, ami alapjan ez a sgjt az un. back-projection sgjtekre
emlékeztetett (Sik és mtsai, 1994). Mivel a jeloloéanyag elhalvanyuldsa miatt az egyik
sgjt esetében sem sikerilt a teljes axonfét rekonstruani, a HS sgjtek axonhdl 6zata joval
nagyobb is lehet, akér az egész hippocampust behdldzhatja. A lokdis axonhaozat laza
szerkezete arra utal, hogy ezek a sgjtek rengeteg piramissejtet beidegeznek, de az egyedi
piramissejtekkel csak gyenge kapcsolatokat |étesitenek. Mivel a HS sejtek csak a
veékony, distalisabb piramisdendriteket és a piramistiskéket idegezik be, a piramissejtek
kimeneti jelét valosziniileg nem-, vagy csak csak nagyon kis mértékben befolyasoljak.
Ezt az is d&émasztja, hogy a HS segtek a theta ritmus alatt abban a fazisban
legaktivabbak, amikor a piramissejtek tizelése maximalis (Jinno és mtsai, 2007). A HS
sgjtek a piramissgitek kimenetének szabdyozasa helyett tehd valdsziniileg inkabb a
glutamaterg, tiiskékre érkezo egyedi bemenetek hatédsat modul al hatjak.

A HS sgjtek axonjai nemcsak a hippocampusban divergdnak sok sgjtre, hanem a
hippocampuson kiviil is tobb kiilonb6zd, egymastdl nagy tavolsadgra elhelyezkedd
agyterlletet beidegezhetnek. A Jinno és mtsai dtal (2007) feltoltétt double projection
sejtek az MS-DB mellett a hippocampustdl caudalisan elhelyezkedé subiculumba is
vetitettek. Mi nem tudtuk ekkora tavolsagra kovetni az axonokat, de a rekonstrudt
sejtek koziil kettdnek volt caudalis irdnyba tartd vastag kollateralisa, amely akar a
subiculumot is elérhette. Mi lehet a szerepe az ilyen nagy divergenciaval biro, tavoli
terlletekre vetit6 GABAerg sgteknek? A kognitiv reprezentaciok eldallitasahoz
sziikséges gyors kommunikaciot a kiilonb6zo agyteriiletek kozott valoszinlileg a
glutaméterg principdis sejtek teszik lehet6vé. Az ugyanezen teriileteket Gsszekotd

interneuronok gyorsabb vezetésii rostjaik révén ennek az informéci6dtadésnak a preciz
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koordinaciojaért lehetnek felel6sek, €s kulcsfontossagu szerepet tolthetnek be aritmikus
aktivitasok szinkronizécigjaban.
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7. KOVETKEZTETESEK

Elektronmikroszkopos vizsgaataink szerint a CA1 regidt beidegz6 glutamaterg
bemenetek kiilonb6z6 céelem-szelektivitdst mutatnak; az Atauk beldegzett
piramissejtek és interneuronok relativ aranya palyara jellemzd. A Schaffer kollateralisok
az oriens és radiatum rétegekben tulnyomorészt piramissejtek tluskéit idegezik be
hasonléan a str. lacunosum-moleculare tertletét innervald entorhinalis axonokhoz.
Mindkét bemenet szinapszisainak tébb mint 90%-a esetében piramissgjt-, és kevesebb
mint 10%-a esetében interneuron a posztszinpatikus partner, ami megfelel a két
sejtcsoport el6fordulasi valdszinliségének a CAl terlletén. Ezzel szemben a CA1
piramissejtek str. oriens és aveus hat&ran futd lokdis axonjai preferencidisan
interneuronokkal |étesitenek szinaptikus kapcsolatot (>50%), és csak kisebb mértékben
idegeznek be piramissgjteket. Ez azt jelenti, hogy a CA1l tertletén a CA3 régioval
ellentétben a piramissgitek kozott nem jellemzéek rekurrens asszociécios kapcesolatok.
A CA1 piramissejtek dtal beidegzett interneuronok nagy része a rostok elhelyezkedése,
a posztszinaptikus profilok ultrastuktiralis morfol6giga és kordbbi kdzlemények
eredmeényei alapjan a horizontdlis str. oriens/alveus interneuronok kozé (Pl. O-LM és
HS sejtek) tartozhat. Eredmeényeink szerint a CA1 régioba érkez6 entorhinalis bemenet
rétegre jellemzé célelem-szelektivitast mutat; az oriens, pyramidale és radiatum
rétegeken éhalado alvearis rostok a str. lacunosum-moleculare-ban mért értékeknél
joval nagyobb aranyban (>20%) idegeznek be interneuronokat. Ez azt eredmeényezheti,
hogy a lacunosum-moleculare rétegen Kkivil tadhatd interneuronok az eddig
feltételezettné nagyobb mértékben vehetnek részt az entorhinalis bemenet dtal kivaltott
erds feed-forward gatlas kial akitasaban.

A HS sgtek szinaptikus kapcsolatainak anatdmiai vizsgdlata soran talalt
eredményeinket a 18. dbran foglaltuk dssze. A HS sgjtek egyik csoportja, a ritkan-tiiskés
HS sejtek azokban a hippocampalis rétegekben fordulnak eld, ahol az adott régio
principalis sejtjeinek rekurrens axonagai végzédnek (CA1 str. oriens/alveus, CA3 str.
radiatum ¢és oriens), igy nagy szamu glutamaterg bemeneteik tobbségét ezektdl
kaphatjak. A masik csoportot akotd stiriin-tiskés HS sejtek specifikusan a str.
lucidumban és a hilusban fordulnak el6, ahol rengeteg glutamaterg bemenetet fogadnak

aszemcsesgtek kistermindlisaitdl. Ennek kovetkeztében a két kiillonb6z6 HS sejt
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18. Abra. A HS sejtek reciprok kapcsolatban dllnak az MS-DB GABAerg sejtjeivel,
amelyeket siirii szinaptikus bementeik révén nagyszamu principalis sejt dllapotarol
tajékoztathatnak.

A septo-hippocampalis GABAerg axonok (zéld) beidegzik az MS-DB-be projekcios
axondgaikkal (piros) visszavetité HS sejteket. A ritkdn-tliskés HS sejtek (piros) a lokdlis
piramissejtek altal beidegzett teriileteken (CA1-3 str. oriens, CA3 str. radiatum)
helyezkednek el, mig a siirin-tiskeés HS sejtek (sarga) a szemcsesejt axonok végzddeési
teriiletéen (hilus, CA3 str. lucidum) talalhatoak. A szemcsesejtek moharostjai orids
mohatermindlisaikkal (nagy nyilak) sok szinapszist létesitenek a CA3 piramissejtekkel,
mig kisebb méretii filopodialis vagy en passant boutonjaikkal (kis nyilak) egy-egy
szinapszist formdlnak a beidegzett interneuronokkal, tébbek kézott a siiriin-tuskés HS
sejtekkel. A két HS sejt tipusra érkezd szinaptikus bemenetek denzitdsa kiilonbozd, amit
az bal also és a jobb felsé sarokban taldhato inzerteken abrazoltunk: Mindkeét tipusra
nagyszamu glutamdterg bemenet érkezik (sziirke), amit alacsonyabb szamu GABAerg
input szabdlyoz (piros és zold), amelyek egy része az MSDB-b6l érkezik (zold). A

surtin-tuskés HS sejtekre a tiiskék nagyobb siiriiségének koszonhetéen joval tobb
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bemenet érkezik mint a ritkas tiiskés HS sejtekre. A ritkén-tiskés HS sejteken az dsszes
bemenet 14%-a GABAerg, mig a siiriin-tUskés HS sejteken ez az arany rendkivil
alacsony (2,3%). A ritkan-tiiskés sejtek esetében a szomdra érkezé osszes GABAerg
bemenetnek akar az 54,5%-a is septalis eredetii lehet. A ritkan-tuskés sejtek axon
inicialis szegmentumdt (a felso inzerten lefelé iranyulo vékony myulvany) egyarant
beidegzik GABA-negativ és GABA-pozitiv (koztiik septalis) boutonok. A nagyszdamii
glutamdterg bemenet lehetévé teszi, hogy a HS sgjtek a hippocampalis formatio
aktivitasszintjének valtozasair 6l meghizhatoan tajékoztassak a medialis septumot.

Forras: Takdcs és mtsai., 2008.

csoport alokalis piramissejtek- (ritkan-tliskés HS sejtek) illetve a szemcsesgjtek (stirtin-
tliskés HS sgjtek) nagy popul acidjanak aktivitasvaltozasairdl tgjékoztathatja az MS-DB
neuronjait. Mindkét tipust beidegzik az MS-DB-b6l ered6 GABAerg axonok,
sgjtpopul&cio-szintii reciprok kapcsolatok kialakitva a hippocampus és az MS-DB
kozott, ami fontos lehet a két agyterllet oszcillacidinak dsszehangolasaban. A siiriin-
tlskés sejteket ardnyaiban jéva kevesebb GABAerg termindlis idegezi be mint aritkan-
tuskés HS sgjteket, amely megmagyarédzhatja a két tipus eltéré érzékenységét
pathologicus folyamatokban (ischemia, epilepszia). Az Atalunk megvizsgalt ritkan-
tuskés CA1 HS sejtek lokais axonjai tulnyomorészt piramissejteket idegeztek be,
amib6l a fiatal allatokban ismert interneuron-szelektivitasuk fényében arra
kovetkeztethetlink, hogy ezek a segjtek vagy heterogén csoportot képeznek célelem-
szelektivitasuk  szerint vagy az egyedfejlodés soran megvédoztatjdk célelem
preferencigjukat.
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8. OSSZEFOGLALAS

A CAl régi6 fo6 glutamaterg bemenetei piramissgteket és interneuronokat
egyarant beidegeznek, de a palyak célelem-szelektivitisa nem ismert. A kiilénbozo
palyak anatomiai szervezOdésének Osszehasonlitasa céljabol elektronmikroszkOpos
vizsgdlattal meghataroztuk in vivo vagy in vitro jelolt CA1 és CA3 piramissgjtek,
valamint entohinalis axonok altal beidegzett piramissejt-, és interneuron célelemelemek
relativ aranyat. Mig a Schaffer kollateralisok és a stratum (str.) lacunosum-molecul are-t
beidegz0 entohinalis rostok tilnyomorészt piramissejteket idegeztek be (>90%), a CA1
piramissejtek lokalis axonjai preferencialisan interneuronokat innervaltak (>50%). Az
entorhinalis bemenet rétegre jellemz6 célelem-szelektivitast mutatott; az oriens,
pyramidale-, és radiatum rétegeken ahaladd avearis rostok a str. lacunosum-
moleculare-ban mért értékekné szignifikansan nagyobb aranyban (>20%) idegeztek be
interneuronokat.

A disszertacioban szereplé masik munkaban a medialis septum-diagonalis
Broca-kdteg komplexumaba (MS-DB) vetit6 GABAerg hippocampo-septalis sejtek
(HS) szinaptikus bemeneteit tanulmanyoztuk. A hippocampusban ezeknek a sejteknek
két f6 tipusat tudtuk elkiloniteni, amelyek jellegzetesen kilonboztek morfolbgigjuk és
szinaptikus bemeneteik alapjan. A ritkan-tiskés HS segtek azokban a rétegekben
fordultak eld, ahol az adott régid principalis sejtjeinek rekurrens axonagai végzédnek
(CA1-3 str. orieng/dveus, CA3 str. radiatum), és nagy szamul glutamaterg bemenetet
kaptak (~19 000/sgjt a CA 1 tertiletén). A mésik csoportot alkoto stirtin-tliskés HS sgjtek
specifikusan a str. lucidumban és a hilusban fordultak eld, ahol féleg a szemcsesejtek
kis terminalisai idegezték be 6ket nagy siiriiségben (~37 000/sgjt a str. lucidumban).
Mig a ritkan-tlskés HS sgjtek bemeneteinek kortlbeltl 14%-a volt GABA-pozitiv, a
stiriin-tiskés HS sejtekkel rendkivil kevés gatlosejttél eredé termindlis |étesitett
szingpszist (~2,3%). Mindkét tipust beidegezték GABAerg septo-hippocampalis
axonok, sgjtpopul &cié-szintii reciprok kapcsolatot kialakitva a hippocampus és az MS-
DB kozdtt, amely fontos lehet a két agyterilet oszcillacidinak dsszehangolésdban. A
megvizsgdlt CA1 HS sejtek lokalis axonjai féleg piramissejteket idegeztek be. A
nagyszamu glutamaterg bemenet lehetévé teheti, hogy a HS sgjtek a hippocampalis
formatio aktivitaszintjének valtozasairol megbizhatdan tgjékoztassak az M S-DBt.
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9. SUMMARY

Glutamatergic inputs of the CA1l area innervate both pyramida cells and
interneurons; however, their target selectivity is not known. To compare the anatomical
organization of different pathways, we determined the relative proportion of pyramidal
cell and interneuron targets of in vivo or in vitro labeled CA1 and CA3 pyramidal cells
and entorhinal axons using electron microscopy. While Schaffer collaterals and
entorhinal axons in stratum (str.) lacunosum-moleculare innervated a high proportion of
pyramidal cells (>90%), local axons of CAl pyramidal cells targeted preferentially
interneurons (>50%). Entorhinal axons showed a layer-specific target selection as the
dvear fibers transversing str. oriens, pyramidale-, and radiatum innervated a
significantly higher proportion of interneurons (>20%) than did the entorhinal axons in
str. lacunosum-molecul are.

A second goal of the thesis was to quantitatively describe the synaptic inputs of
GABAergic hippocampo-septal (HS) cells that project to the media septum-diagonal
band of Broca complex (MS-DB). Two types of HS cells were found in the
hippocampus, which were characteristically different according to their morphol ogical
and input properties. Sparsely-spiny HS cells were found in hippocampal areas where
recurrent axons of principal cells arborize (CA1-3 str. oriens/alveus, CA3 str. radiatum),
and they received dense glutamatergic inputs (~19 000/cell in the CA1 area). Densely-
spiny HS cells were located specifically in str. lucidum and hilus, where the small
terminals of granule cells innervated them in high density (~37 000/cell in str. lucidum).
While about 14% of the inputs were GABA-positive for the sparsely spiny cells,
densely spiny cells were innervated by an extremely low number of GABAergic
terminals (~2.3%). GABAergic septo-hippocampal axons innervated both types of HS
cells, establishing areciprocal connection between the hippocampus and MS-DB, which
can be important in synchronyzing the oscillatations of the two areas. Local axons of
CA1 HS cells formed synapses mostly with pyramidal cells. The synaptic organization
suggest that by sampling the activity of large populations of principal cells HS cells
could reliably broadcast changes of hippocampal activity level to the MS-DB.
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