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I. Bevezetés

Az agykeérgi neuronalis halézatok mikodésének megértése
szempontjabol kiemelten fontos ismerniink a kiilonb6z0 tipusu
- gatldo és serkentd - idegsejtek kozotti kapcsolatokat és
egymassal vald6 kommunikaciojukat. Annak ellenére, hogy a
gatlé neuronok csak 10-15%-at teszik ki a teljes agykérgi
populacionak, mégis kiemelt szerepet toltenek be a serkentd
idegsejtek  aktivitdsanak szinkronizélasaban, ezaltal a
kiilonb6z6 agyi oszcillaciés mintazatok létrehozasaban is. A
gatlosejteket fontos szerepiik és soksziniségiik miatt szamos
kutatds vizsgalta mar, viszont az olyan asszociativ kérni
régidkban, mint a prefrontalis kéreg, a gatld6 mechanizmus
szamos aspektusa még mindig kevéssé ismert. A prefrontalis
kéreg szerepet jatszik tobbek kozott olyan kiemelten fontos agyi
funkciokban, mint tanulds, figyelem, asszociaci6 és
dontéshozatal. Az idegsejtek kozotti megfeleld kommunikacio
ezeket a folyamatokat is nagyban befolyasolhatja, igy a
kapcsolodasukban bekovetkezd aprod valtozasok tobbek kozott
olyan patoldgias korképek kialakulasahoz vezethetnek, mint a
skizofrénia és epilepszias ronamok. Feltételezhetjiik tehat, hogy
a gatlo neurondlis halozatok mitkdésének pontos megismerése
segithet megérteni a korképek mogott hizodd pontos

mechanizmusokat is.



A kérgi gatlosejteket a célsejtjeik innervacios mintazata alapjan
négy fo csoportba sorolhatjuk. Ezek koziil a periszomatikus
gatldsejtek az elmalt évtizedekben mar kiemelt figyelmet
kaptak, mivel ezek a sejtek képesek a leghatékonyabban
befolyésolni a posztszinaptikus sejtek aktivitasat azaltal, hogy
az akcios potencial keletkezési helyéhez eso legkozelebbi
pontokon idegzik be a sejteket. Egy sejt periszomatikus régitja
harom jol elkiilonithetd részbdl all: megkiilonboztetjiik a sejt
szoOmajat, proximalis dendritjeit és axon inicialis
szegmentumat. Korabbi tanulmanyok megmutattdk, hogy
kiilonboz6 kérgi régiokban a szomato-dendritikus régiokra két
tipusd, eltér6 neurokémiai markert kifejezé kosarsejttol,
egyrészt a parvalbumin (PV) kalcium kot fehérjét kifejezo
(PVBC — parvalbumin containing basket cell), masrészt az 1-es
tipusi  endocannabinoid  receptort (CB1) expresszal6
kosarsejtektél (CB1/CCKBC - cholecystokinin expressing
basket cell), mig az axon inicialis szegmentumra
kandelabersejtekt6l érkezhet gatlas. Az egér prefrontélis
agykérgének teriiletén ezen periszomatikus gatlosejtek pontos
morfoldgiai tulajdonsagai és halézatban betdltott szereplk

viszont még tovabbra sem teljesen tisztazott.



1. Célkitiizés

Tézisem sorén a lokalis GABAerg neuronok &ltal biztositott

periszomatikus  gatlds  tulajdonsagainak  vizsgélataval

foglalkoztunk az egér prefrontalis agykérgében. Kisérleteink
soran négy f6 kérdéskort korbejarva megvizsgaltuk és

Osszehasonlitottuk a periszomatikus gatlosejtek anatémiai

tulajdonsagait:

o Milyen tipusi GABAerg neuronok biztositjak a
periszomatikus gatlast az egér prefrontalis agykérgében?
Megfigyelhet6-e a periszomatikus gatlasban réteg szerinti
kilonbség, illetve kilonboéznek-e a periszomatikus gatld
neuronok morfolégiai tulajdonsagaikban és a célsejtek
beidegzésében?

o Kulénbbznek-e morfoldgiai tulajdonsagaik tekintetében a
ketféle genetikailag maodositott egérvonalban vizsgalt
kandel&bersejtek?

o Milyen tipust interneuronokat innervalnak a tavoli
agyteriiletekr6l érkez6 bemenetek ¢és megfigyelheté-e
kildnbség a rétegek kdzotti eloszlasban?

o Alkalmazhat6-e a széles korben hasznalt CaMKlIlo
promotert alkalmazd virus jel6lé technika arra, hogy

szelektiven megjel6ljik a kérgi piramissejteket?



I1l. Mobdszerek

1. Virus és tracer injektalas

A virus jel6l6 technikak fejlodése lehetdvé tette az anatomiai
vizsgalomodszerek szélesebb korti alkalmazasat, a bizonyos
tipustu sejtek megjelolésétdl kezdve a kiilonbozd agyteriiletek
kozott mitkodo idegpalyak feltérképezéséig. Kisérleteink soran
retrograd jeldl6anyagok, illetve retrograd terjedé virusok
kiilonb6z0 agyteriiletekre vald injektalasaval lehetoségiink nyilt
megjelolni az ezekre a kiillonb6z6 agyteriiletekre vetitd
piramissejteket a prefrontalis agykéreg terlletén. Emellett
anterograd virusjelolé technika alkalmazésaval a prefrontalis
agykéreg idegsejtjeinek tavoli agyteriiletekrél szarmazo
bemeneteit is vizsgalni tudtuk, igy tehat a prefrontalis kéreg

efferens és afferens kapcsolatait is feltérképeztuk.

2. Immunhisztokémiai jelolések

Az anatémiai vizsgalomaddszerek fontos részét képezik tovabba
az immunhisztokémiai jel6lések, igy kisérleteink soran kivétel
nélkil mindenhol alkalmaztuk. A fixalt agybdl, illetve
agyszeletekb6l 30-100 um vastagsagu metszeteket készitettlink
Vibratome (Leica VT1000S) segitségével, majd alaposan

kimostuk a metszeteket foszfat pufferben (4-5 alkalommal,



alkalmanként 10-15 percig). Ezutan a fluoreszcens jel6lés elsé
Iépésekent a prefrontélis agykérget tartalmaz6 metszeteket 30-
60 percen keresztlil 10% normal szamar szérumot (NDS, Vector
Laboratories), némely esetekben 10% normal kecske szérumot
(NGS, Vector Laboratories) és 0,5% TritonX-100-at tartalmazé
foszfat pufferben inkubaltuk, ezaltal blokkolva a nem
specifikus kotohelyeket a szovetben. Ezt kdvetden kiilonb6zo
elsdleges antitestek kombinaciojat, 2% NDS-t vagy NGS-t,
0,5% vagy 2% TritonX-100-at és azidot tartalmaz6 foszfat
pufferben inkubaltuk a metszeteket 1 éjszakan keresztill
szobah6n, majd tovabbi 3-6 éjszakat 4°C-on. Az elsddleges
antitestek alapos kimoséasa utan (4-5 alkalom, alkalmanként 10-
15 percig) a masodlagos antitestekkel torténd kezelés
kovetkezett 2-4 oran keresztiil a metszet vastagsagatol fiiggéen
1% NDS-t vagy NGS-t tartalmazd foszfat pufferben. A
masodlagos antitestek alapos lemosasa (4-5 alkalom,
alkalmanként 10-15 percig) utan a metszeteket targylemezre
szedtik és Vectashield-del fedtik le. A lefedett anyagrol
konfokalis mikroszkép segitségével készitettink megfelelé

nagyitasu és felbontasu képeket a tovabbi analizishez.



IV. Eredmények

1. Réteghatérok definidlasa az egér prefrontalis agykérgeben

Mivel ismert, hogy a prefrontalis agykéreg kiilonbozé rétegeibe
mas-mas  agyteriiletekr6l  érkezhetnek bemenetek, igy
feltételezhetjlik, hogy ezek a bemenetek az egyes rétegekben
elhelyezkedd sejteket masképp modulaljak. Késobbi
vizsgalataink soran fontosnak tartottuk, hogy ezeket a
réteghatarokat is figyelembe vegylk, viszont az irodalom
sajnos nem mutat egységes képet a réteghatarok definialasarol,
igy elsé 1épésként kiilonboz6 transzkripcios faktorok és
kalcium koté fehérje segitségével definialtuk a prefrontalis
agykéreg réteghatarait. Immunfestésekkel meghataroztuk, hogy
a wolfram szindréma 1 (WFS1) fehérje kijel6li a 2/3-as réteget,
a Ctip2 transzkripcios faktor az 5b és 6-0s rétegbeli sejtekben
fejezodik ki, mig a Forkhead box protein P2 (FoxP2) csak a 6-
os rétegbeli sejtekben expresszalddik. Tovabba ismert tény,
hogy a prefrontalis agykéregben a 4-es réteg hianyzik, igy
ennek, tovabba az 5a rétegnek a meghatarozasahoz nem volt
sziikség tovabbi markerek hasznalatara, mivel a koriilotte 16vo
rétegek meghatarozasaval egyértelmiien definialni lehetett az

5a réteget is.



2. A piramissejtekre érkezd gatlo bemenetek vizsgalata

Ezutdn kivancsiak voltunk arra, hogy a piramissejtek
periszomatikus régidjara milyen tipusi gatl6 bemenetek
érkeznek. Ehhez Kv2.1 kalium csatorna elleni antitesttel
megjeloltik a piramissejtek periszomatikus régioit és
megszamoltuk a kiilonbozé rétegekben elhelyezkedd szomakra
érkez6 gatld vezikuldris GABA transzportert kifejezd gatlo
bemeneteket. Szamolasaink megmutattak, hogy a gatlo
bemenetek kdzel 90%-a kifejezte vagy a CB1 vagy a PV ellen
hasznalt antitestet, igy feltételezhetjik, hogy mas kérgi
régiokhoz hasonléan az egér prefrontalis agykérgében is a
kétféle kosarsejttipus felelés a periszomatikus gatlasért.
Eszrevettilk tovabba azt is, hogy a mély rétegekben (5b) a
szomakra érkez0 PV/CB1 arany megvaltozik a felszini
rétegekhez képest (2/3 és 5a), ezért alaposabban megvizsgaltuk
a piramissejtekre érkezd gatlo bemeneteket a sejt rétegbeli
lokalizacidja és vetitési helye szerint is. Szdmolasaink soran azt
figyeltiik meg, hogy a felszini rétegekben (2/3 és 5a) 1évo
sejtekre a vetitési helyiikt6l fiiggetlenil ugyanolyan aranyu
PV/CB1 bemenet érkezett, mig a mély rétegben (5b) a sejtek
egy bizonyos csoportja, amely a periaqueductal gray-be (PAG)
vetitettek szignifikansan nagyobb aranyu PV bemenetet kaptak,

mint a vele azonos rétegben elhelyezkedd, de mas helyre vetitd



sejtek. Igy feltételezhetjiik, hogy az 5b rétegben elhelyezkedd
piramissejtek egy bizonyos csoportjara, amelyek a piramispalya
sejtjeit alkotjak, a periszomatikus gatlas jelent0sebb része PV-s

gatlosejtektol ered.

3. A kosérsejtek morfologiai tulajdonsagainak vizsgélata

A periszomatikus régiokra érkez6 gatld bemenetek
tulajdonsagainak alapjan megvizsgaltuk a CB1/CCKBC-k és a
PVBC-k morfologidjat két kiilonbozo  transzgenikus
egérvonalban. Ehhez elvégeztiik a biocitinnel toltott kosarsejtek
axon- és dendritfajanak teljes rekonstrukcitjat, majd a
réteghatarokat figyelembe véve elemeztiik a tulajdonsagaikat.
A 13 rekonstrualt CB1/CCKBC-t két csoportba — felszini és
mély rétegi — tudtuk osztani a szomajuk és dendritfajuk
rétegbeli elhelyezkedése alapjan. A két csoport axonfajanak
rétegbeli  eloszldsa nem mutatott kuldnbseget, igy
feltételezhetjlik, hogy habar a CB1/CCKBC-ket rétegek szerint
eltéré bemenetek modulaljak, mégis az ugyanabban a rétegben
elhelyezkedd piramissejteket idegzik be. A megvizsgalt 27
PVBC ezzel szemben nagyobb morfoldgiai variabilitast
mutatott. Oket tovabbi harom alcsoportra — 2/3-as, 5a és 5b
rétegbeli sejtek — tudtunk osztani szémajuk, axonfajuk és

dendritfajuk rétegbeli lokalizacioja alapjan. Megfigyeltik tehat,



hogy a PVBC-k foként azokban a rétegben elhelyezkedd
piramissejteket innervaljak, amelyik rétegben a dendritjeik
nagy része, igy a bemeneteik nagy része is talalhato, ezéltal
ezek a sejteket sokkal inkabb egy réteg specifikussag jellemzi,
szemben a CB1/CCKBC-kel. Elmondhaté tehat, hogy
morfologiailag sokszinii és egymastol jelentdsen kiillonb6zo

kosarsejttipus talalhat6 az egér prefrontalis agykérgében.

4. A kétféle kosarsejt innervacids mintazatanak tulajdonsagai

Kovetkez6 1épésként feltérképeztitk a kosarsejtek célsejtekre
adott kontaktusainak szamat és eloszlasat. Ezen vizsgalat soran
kvantifikaltuk a Kv2.1 antitesttel Kkijeldlt periszomatikus
régiokra, igy a szomakra és proximalis dendritekre érkezo
biocitinnel toltétt boutonok eloszlasat. Mindkét sejttipus
esetében kdzel 7000 boutont megszamolva azt figyeltik meg,
hogy populécios szinten a kosarsejtek boutonjaik kdzel 55%-a
a piramissejtek periszomatikus régiojat célozta. Habar az egyes
sejtek innervacios mintazata jelentds varianciat mutatott a
proximalis  dendritek  beidegzésében, az alcsoportok
tekintetében ez mégsem vezetett kilonbséghez, igy
feltételezhetd, hogy a megfigyelhet6 variancia inkabb az egyes
sejtek gatlasanak hatékonysagaban jatszik szerepet. Tovabb

vizsgalva és Osszehasonlitva a két kiilonb6z6 kosarsejttipust

10



egysejt szinten azt figyeltik meg, hogy a PVBC-k
szignifikansan tobb kontaktust adtak az egyes célsejtekre, mint
a CB1/CCKBC-k, amely kiilonbség jellemz6 volt mind a
koséarsejt szomajanak kozelében, mind pedig attol tavolabb
elhelyezked6 piramissejtek tekintetében. Emellett kivancsiak
voltunk arra is, hogy a mas-mas agyteriiletre vetit sejteket
eltér6 modon idegzik-e be a PVBC-k. Ehhez retrograd jel616
anyagot injektaltunk az agy kiilonb6z6 teriiletire és
megvizsgaltuk a prefrontélis agykéregben visszajeldlt sejtekre
érkez6 biocitin toltott sejtek boutonjainak az eloszlasat.
Szamolasaink soran nem taléltunk kilonbséget a mas-mas
agyteriiletekre vetitd sejtek PVBC-k altali innervaciojaban.
Osszességében elmondhatjuk tehat, hogy a morfoldgiailag
jelentésen kiilonbozo kosarsejtek populacioés szinten nem,
egysejt szinten viszont jelent6s kiillonbségeket mutattak a

célsejtek beidegzésében.

5. Kiilonb6zé egérvonalakbol szarmazo kandelabersejtek

morfoldgiai tulajdonsagainak dsszehasonlitasa

Transzgenikus  technikdkat  virusjeldléssel — kombinalva
lehetéséglink nyilt arra is, hogy genetikailag kiilonb6z6
egérvonalakban — PV-eGFP és Nkx2.1-Cre — vizsgaljuk meg a

kandelabersejtek morfoldgiai tulajdonsagait. A biocitinnel

11



toltott sejtek teljes rekonstrukcidja utan a kosarsejtekhez
hasonldan 6sszehasonlitottuk a sejtek dendrit- és axonfajanak
rétegek szerinti eloszlasat és azt figyeltik meg, hogy a
kiilonb6z6 egérvonalakbol szarmazo kandelabersejtek mind
dendrit- mind az axonféjuk bizonyos tulajdonsagaiban eltértek
egymastol.

6. Kiilonbozé  tipusu  kandelabersejtek  innervdcios

mintazatanak vizsgalata

Mivel a kiilonb6z6 egérvonalakban vizsgalt kandelabersejtek
morfol6giai tulajdonsagai Kissé kiildnboztek egymastél, ezért
kivancsiak voltunk arra is, hogy mutatnak-e ezek a sejtek
kilonbséget a célsejtjeik beidegzésében. Megvizsgalva a
piramissejtek axon inicidlis szegmentumara érkez6 biocitinnel
oIttt boutonok szamat és eloszlasat azt figyeltik meg, hogy a
PV-eGFP vonalbdl szarmazé kandelabersejtek szignifikansan
tobb boutonnal idegezték be az axon inicialis szegmentumokat,
mint az Nkx2.1-Cre vonalb6l szarmaz6 kandelabersejtek,
viszont az Nkx2.1-Cre boutonok a piramissejt szomajahoz
kdzelebb innervaltak az axon inicialis szegmentumokat, mint a
PV-eGFP-s sejtek. EImondhat6 tehat, hogy mind morfolégiai,

mind az axon inicidlis szegmentumra adott kontaktusok

12



szaméaban kilonbozik a két kiilonbozé egérvonalbol szarmazd

kandel&bersejt.

7. Tavoli agyteriiletekrdl érkezé bemenetek célsejtjei

Ahhoz, hogy megértsik a kulonbozé agyrégiok kozotti
informéacid aramlast, szikséges feltérképezniink, hogy milyen
tipusi  sejtekre érkeznek a bemenetek ezekr6l az
agyteriiletekr6l. Korabbi tanulmanyok megmutattdk, hogy a
prefrontalis agykéreg bazalis amigdalaval valé szoros
kapcsolata kiemelt szerepet jatszik a félelmi memérianyomok
kialakulasaban. Ezért els6 korben az amigdalabol szarmazo
monoszinaptikus kapcsolatok célsejtjeit vizsgaltuk meg virus
jelold  technikdk  és  immunhisztokémiai  jel6lések
kombinaci6javal. Eredményeink megmutattdk, hogy a jel6lt
GABAerg sejtek kozil legnagyobb aranyban a PV-s idegsejtek
kapnak monoszinaptikus bemenetet a bazalis amigdalabdl.
Ezen eredmények alapjan tovabbi két agyteriiletrdl szarmazo
bemeneteket vizsgaltunk még meg a PV-s sejtek esetében: a
talamuszbol érkezé rostoknak fontos szerepre van a céliranyos
viselkedésmintazatok megval6sulasaban, mig az entorhinalis
kéregbdl jové informacidé az asszociativ targyfelismerésben
jatszik kiemelkedé szerepet. Osszehasonlitva a kiilonbozd

agyteriiletekrél monoszinaptikus bemenetet kapé PV-s sejtek
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rétegek kozotti eloszlasat a rétegek kozott megtalalhatéd 6ssze
PV-s sejt eloszlasaval azt figyeltiik meg, hogy a talamuszbol és
amigdalabol szarmazo rostok elészeretettel idegzik be az 5Sa,

illetve 5b rétegekben elhelyezkedd PV-s idegsejteket.

8. A CaMKlla promoter kontrollalt viruskonstrukcid

specifikussaga

Végul azért, hogy a periszomatikus gatloneuronok lokalis
bemeneteit is feltérképezhessiik megvizsgaltuk a széles kérben
alkalmazott CaMKIlIa promotert hasznald virus jelolo technika
specifikussagat a lokalis piramissejtekre nézve. Eredményeink
megmutattadk, hogy a haszndlt viruskonstrukcié képes volt a
kiilonb6z6 interneuronokat is megfertdzni a prefrontalis
agykéreg teriiletén, igy ezt az eszkdz nem taléltuk alkalmasnak
a periszomatikus gatloneuronok lokalis bemeneteinek a

vizsgalatara.
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V. Kovetkeztetések

A piramissejtekre érkez6 serkentés-gatlads egyensulyanak
szabalyozasa kiemelked6en fontos a prefrontalis agykéreg
preciz miikodése szempontjabol, amely szabalyozasban a
periszomatikus gatlas jelent6s szerepet jatszik. Kisérleteink
soran megfigyeltik, hogy az egér prefrondltis agykérgében
elsésorban két f6 tipust gatlosejt, a kosar- és kandel&bersejtek
felelosek a  piramissejtek  periszomatikus  régidjanak
beidegzéséért. A CCK-t vagy PV-t kifejez6 kosarsejtek jelentds
morfol6giai diverzitast mutattak a prefrontalis agykérgen bell,
igy mindkét sejttipust tovabbi alcsoportokra tudtuk bontani
szomajuk, dendritfajuk, illetve a PV-s sejtek esetében axonfajuk
rétegbeli elhelyezkedése alapjan. Emellett azt is megfigyeltik,
hogy populaciés szinten nem, egysejt szinten viszont
kulonbozott a két kosarsejttipus a posztszinaptikus sejtek
innervacidjaban. Szamolasaink megmutattdk, hogy egysejt
szinten a PVBC-k szignifikansan tébb boutonnal innervaltak a
posztszinaptikus partnereiket, mint a CCKBC-k, ezaltal
feltehet6leg erésebb gatlast biztositanak a prefrontélis agykéreg
tertletén. Sikeresen meghataroztuk ezen felll azt is, hogy a
kiilonb6z6 agyteriiletekrdl szarmazd bemenetek elészeretettel
idegzik be a kiilonboz6 rétegekben elhelyezkedd PV-t kifejezd

idegsejteket, ezaltal lehet6vé téve a PV-s sejtek &ltal biztositott

15



réteg specifikus eldrecsatold gatlast is a prefrontélis
agykéregben. Eredményeink megmutattak tovabba azt is, hogy
a piramissejtek axon inicialis szegmentumat kiilonb6z6
kandel&bersejtek idegzik be. Megvizsgilva az eltérd
genetikailag madositott egervonalbol szarmazé
kandelabersejtek tulajdonsagait azt figyeltik meg, hogy mind
morfol6giai tulajdonsdgaikban, mind az axon inicialis
szegmentumra adott bemeneteinek szamaban és eloszlasaban is
kalonbozott a két tipusi kandeldbersejt. Eredményeink
megmutattdk tehat, hogy a periszomatikus gatlasért
morfologiailag jelentdsen kiilonb6z0 interneuronok felelosek a
prefrontalis agykéreg tertletén, amely kilonbség feltételezi,
hogy ezek a sejtek mas-mas modokon jarulhatnak hozza a
prefrontalis agykéreg hdaldzatdnak szervez6déséhez és

mukodéséhez.
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