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crer

palyarendszerek, igy a kozépagyi median raphe régiobdl (MRR) felszall6 szerotonerg
rendszer is. Nemrégiben kidertilt, hogy a MRR, a tonusos szerotonerg szabalyozason tal, az
altala beidegzett hippokampalis interneuronokra képes olyan 3-mas tipusu vezikularis
glutaméat transzportert (vGIuT3) tartalmazd termindlisokkal szinaptizalni, melyek gyors
glutamaterg jelatvitellel serkenthetik ezeket a GABAerg sejteket. Munkankban azt vizsgaltuk,
hogy ez a glutamaterg jelatvitel valojaban mennyire jellemz6 az egér MRR-janak idegsejtjeire
és el@agyi kapcsolataira — a szerotonerg kapcsolatok mellett.

El6szor, fluoreszcens immunhisztokémiai kisérletekben megjeloltik a MRR-ban
talalhaté szerotonin és/vagy vGIuT3 tartalmu sejtpopuléciét, majd azok konfokalis
mikroszképos megfigyelésevel és sztereologiai modszerekkel azt taldltuk, hogy e
neuronoknak legalabb mintegy kétharmada valdjaban vGIluT3-pozitiv glutamaterg sejt. Ez
utdn retrograd péalyajel6lés segitségével megmutattuk, hogy a MRR hippokampuszba,
medialis septumba vagy medialis prefrontalis kéregbe vetitd sejtjeinek legalabb mintegy 80,
60 és 70%-a glutamaterg. Végiil kettds retrograd palyajelolés segitségével megallapitottuk,
hogy a MRR-ban taldlhatd szamos olyan neuron, melyek egyidejileg vetitenck a
hippokampuszba és a medialis prefrontalis kéregbe, ezeknek is mintegy 90%-a glutamaterg
sejt. Hasonloan, a medialis septumba es a medialis prefrontélis kéregbe egyidejlileg vetitd
neuronok 80%-a szintén glutamaterg.

Eredményeink ramutatnak arra, hogy bar a MRR sejtjeire valoban jellemzd a
szerotonin tartalom, mégis — azok nagy részének kettés pozitivitasa mellett — a legtobbjik
glutamaterg vetitdsejt. Ezen neuronok egy része raadasul egyidejiileg tobb eldagyi teriiletre is
képes vetiteni, igy a mag szerepet jatszhat e terliletek gyors és hatékony szinkronizalasaban.
Eredmenyeink az eddig lassu, tonusos szabalyzonak gondolt MRR-rol (j keépet festenek, mely

sokat segithet a MRR valadi funkcidjanak megértésében.



Abstract

The glutamatergic nature of neurons of the median raphe,

a new aspect of the serotonergic system

Author: Marton Mayer, Supervisior: Dr. Gabor Nyiri

Subcortical monoaminergic pathways, like that originating from the serotonergic
median raphe region (MRR), are fundamental for the modulation of forebrain neuronal
networks. However, our workgroup showed recently that, beyond this serotonergic
modulation, the vesicular glutamate transporter type 3 (vGIluT3)-containing cells of the MRR
can establish fast glutamatergic excitatory synapses on hippocampal GABAergic
interneurons. We examined, whether this type of glutamatergic neurotransmission is typical in
the forebrain connections of the MRR in the mouse brain.

First, using design-based stereological methods and fluorescent immunohistochemistry
together with confocal microscopy, we labelled the serotonergic and/or vGIuT3 positive cells
of the MRR and we found that about two-thirds of the neurons are vGIuT3 positive
glutamatergic cells. Then, using retrograde tracing, we showed that about 80, 60 and 70% of
the MRR cells projecting to the hippocampus, medial septum and medial prefrontal cortex are
glutamatergic, respectively. Finally, using double retrograde tracing, we showed that there are
several neurons in the MRR that innervate both the hippocampus and the medial prefrontal
cortex simultaneously and about 90% of them are glutamatergic. In addition, about 80% of the
cells projecting both to the medial septum and the medial prefrontal cortex are also
glutamatergic.

Our results show that although the serotonin content of MRR cells is indeed typical,
nevertheless, besides many of the cells being doubled positive, the vast majority of these
neurons are glutamatergic projecting cells. Furthermore, because these cells can innervate
more brain areas simultaneously, the MRR can precisely synchronize these brain areas. While
the MRR was previously thought to be a tonic modulatory serotonergic nucleus, these
observations put this nucleus into a new perspective and can help us to understand its real

functions.
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BEVEZETES

Dolgozatomban a median raphe régié (a tovabbiakban MRR) sejtjeinck elGagyi
kapcsolataival foglalkozom. Eldszor atfogdéan ismertetem a monoaminok, illetve a
szerotonerg rendszer szerepét az agy mitkddésében, majd attekintést nydjtok az egyik legfébb
harom altalunk vizsgalt célterliletének, a hippokampusznak, a medialis szeptumnak és a
medialis prefrontalis kéregnek a funkciojat és anatomiai felépitését, valamint réviden
bemutatom, hogyan kapcsolddnak egymassal ezek a terulletek. Mivel vizsgélatainkat egereken
végeztik el, ezek a fejezetek elsGsorban az egér-, illetve a patkanyagy sajatossagait emelik ki.
Emellett azonban kitérek az egyes palyarendszerek és teriiletek szerepére az emberi agyban is,
annak normal és koros miikodésében egyarant. Ezt kovetden a modszertani attekintés utan

ismertetem az eredményeinket, végull a megbeszélésben attekintem azok jelentéségét.

A monoaminok szerepe az agy normal és koros miikodésében

A kérgi halozatok szabalyozasaban igen fontos szerepet toltenek be a kiilonb6zd
agytorzsi monoaminerg magcsoportok. Az ezekbdl kiindul6 palyarendszerek diffizan idegzik
be az agykérget és egy lassu, tonusos modulaciot biztositanak. Az an. ,.triaminerg” regulacio
elsésorban szerotonin (5-HT), dopamin és noradrenalin parakrin szekréciojan keresztil
valosul meg, melyek féként masodlagos hirvivoket aktivaldé metabotrop receptorokhoz
kotddnek. Régota ismert, hogy a monoaminerg rendszerek nélkiilozhetetlenek tobb magas
szinti agyi funkcid normadlis miikddéséhez, hiszen befolyasoljak a tanuldsi és
memoriafolyamatokat, az alvas-ébrenlét ciklust, valamint kihatassal vannak a hangulati €életre,
érzelmekre. JOl ismert az is, hogy ennél fogva szoros kapcsolatban allnak tobb kiilonb6zd
neuropszichiatriai betegséggel, ugy mint az affektiv koérképek — depresszid, szorongas,
panikbetegségek — vagy a skizofrénia egyes elemei. Ezen kdrképek kialakulasahoz részben a
harom emlitett monoamin szintjének és aranyanak koros valtozasa vezet, igy a kiilonb6z6
gyogyszer-hatéanyagok is elsGsorban ezt befolyasoljak. Kiilonosen fontos Kkiemelni a
szerotonerg rendszert. Az affektiv korkepek jelenleg is egyik leghatékonyabb terapiajat a
szerotonin szintjére hatdo gyogyszerek jelentik, melyek képesek valamilyen maodon
szabalyozni, megvaltoztatni a szerotonerg jelatvitelt; ezek kozil is a legfontosabbak a

szelektiv szerotonin-visszavételt gatlé vegyiiletek (SSRI-K).



A MRR funkcionalis anatdmiaja

A szerotonerg rendszer és a raphe magok

A szerotonerg rendszer igen Kkiterjedt, a teljes kozponti idegrendszert behal6zé
palyarendszerrel rendelkezik, mely az agytorzs kozépvonaldban elhelyezkedd
szerotonintartalmu idegsejt csoportokbol indul ki. Kilenc ilyen sejtcsoportot kiilonbdztetnek
meg: B1-9 (Dahlstrom & Fuxe 1964). Ezek nagyrészt, bar nem teljes egészében, a raphe
magokban taldlhatok, ugyanakkor a raphe magcsoport sem kizarélag szerotonintartalmu
sejtekbdl all. Megkiilonboztetiink fel- €s leszallo szerotonerg palyarendszert. Utdbbit a
kaudalisabban elhelyezked6 B1-4 csoportok alkotjak, melyek részben a raphe magnus, raphe
obscurus és raphe pallidus magokban
talalhatok és az agytorzsbe, gerincvelobe
vetitenek (Vertes et al. 1999), fontos
szerepet betOltve a fajdalomérzékelésben
(Zhao et al. 2007). A B5-9
sejtcsoportokbdl indul ki a felszallo,

eléagyi szerotonerg palyarendszer,

dorsal raphe

melynek legnagyobb része a B8 csoportot

tartalmaz6 MRR-bdl és a B6-7 csoportokat

magaban foglal6 dorsal raphe magbdl indul

ki (Hensler 2006; 1. é&bra). Mint mar MRR{pMR—\Q—

. \ &
emlitettiik, ez a rendszer jelentds hatast
gyakorol tobb magas szintll agyi funkciora,

valamint a szerotonerg rendszer, illetve

jelatvitel sériilése SZamos

neuropszichiatriai betegségben megjelenik 1. &bra: Szerotonin immunhisztokémiai

(Hensler 2006). megjelolése egér kozépagyi metszetén. A
jelolés mintdzata vilagosan elkuloniti a

median raphe régiéot (MRR) és a dorsal
A dorsal raphe és a MRR elkulonitése raphe magot. Léthatd, hogy a MRR

A dorsal raphe és a MRR igen kézépvonalban elhelyezkedé median raphe
(MR) alrégigja tartalmazza a szerotonerg

sejtek legnagyobb részét, mig az ezt

fiziologiai és funkcionélis vonatkozéasban koriilvevd paramedian raphe (PMR) alrégio

mas sejttipusoknak ad helyet.
Skala: 500 pm.

eltérd tulajdonsagokat mutatnak anatomiai,

egyarant. Mindkét mag vetit eldagyi



tertletekre, azonban az innen ered6 szerotonerg palydk kiilonb6z6 funkcionalis feladatot
latnak el (Hensler 2006). Anatomiai szempontbdl a legszembetiinébb kiilonbség a két mag
rostjainak felépitése: mig a dorsal raphe diffizan eldgazo rostjai vékonyak és apro, az axontdl
alig elkiilonitheté varikoztasokat létesit, addig a MRR vastag, kevésbé eldgazo rostjai nagy
termindlis boutonokban végzédnek, gyakran teljesen koriilolelve a megcélzott sejteket. Ez a
kllénbseg anterograd palyajeldléssel és szerotonin megjeldlésével is jol lathatd (Kosofsky &
Molliver 1987; Freund et al. 1990). A MRR rostjai, példaul a hippokampuszban, képesek
valddi szinapszisok kialakitasara, gyakran kosarakat képezve a célsejtek korul (Freund et al.
1990). Ezt Gjabb ultrastrukturélis és fiziologiai eredmények is alatamasztjak (Varga et al.
2009). Megvizsgélva a medialis szeptumot is, hasonlo eredmenyeket taléltak a MRR altal
kialakitott szeptalis kapcsolatokrdl is (Leranth & Vertes 1999).

Ezenkivil kalonbozik a két mag rostjainak molekularis dsszetétele is. A MRR-bol
eredd rostok sejtmembranjan nem taldlhaté meg a szerotonin visszavételére szolgald
szerotonin transzporter fehérje (SERT), aminek kovetkeztében a MRR rostjai kozvetlendl
nem érzékenyek a SERT-re haté amfetamin szarmazékok neurotoxikus hatasara (Mamounas
et al. 1991). Tovabbi kulénbségek mutatkoznak a két mag neuronjainak tiizelési mintazataban
és receptor Osszetételében (Hensler 2006). A fent leirt anatémiai és fiziologiai kilonbségek a
dorsal raphe és a MRR koz6tt szamos funkciondlis eltérést eredmenyeznek.

A MRR felszallé palyarendszere

A MRR anatémiailag feloszthatd egy a kdzépvonalban elhelyezkedd median raphera
(MR) és az azt koriilolelé paramedian raphera (PMR). Az elkilonités alapja eredetileg minden
bizonnyal az volt, hogy a MR ad helyet a régiora olyannyira jellemz6 szerotonerg sejteknek,
mig a PMR elsdsorban GABAerg sejteket tartalmaz.

A MRR eldagyi pélyarendszerét szdmos tanulméanyban vizsgaltdk, kiilonbozd
anterograd palyajelolé modszerekkel (Vertes et al. 1999). A MRR felszallo rostjai a medialis
eléagyi koteghez csatlakoznak a hipotalamusz kauddlis részén és igy utaznak a koztiagyon
keresztiil a bazalis el6agyba, majd innen valnak le kiilonb6z6 irdnyokba célteriileteik
beidegzésére. A MRR az altalunk vizsgalt eldagyi teriiletekre nagyszamu vetité rostot kiild,
melyek topografiai elrendezddése a kovetkezo:

(1) A hippokampalis forméciot elér6 rostok nagyobb része a fimbria-fornixon
keresztil érkezik a MRR-bol (Vertes et al. 1999). A MRR, kivaltképp annak rosztralis része,
a hippokampalis formacié minden tertletét beidegzi, kilénos tekintettel a dorzalis

hippokampalis formacidra. A gyrus dentatusban foként a szemcsesejtek rétege kortl talalunk



MRR eredetti terminalisokat, mig a hippokampusz CA régidiban a MRR-bdl érkezé axonok
kulonosen gazdagon agaznak el a stratum (str.) radiatum és lacunosum-moleculare rétegek
hataran, am elkerllik a piramissejtek rétegét. A hippokampuszban, valamint a gyrus
dentatusban a MRR-bol ered6 terminalisok szelektiv modon a kolecisztokinin peptidet
(Somogyi et al. 2004) vagy calbindin (Freund et al. 1990; Halasy et al. 1992), illetve
calretinin (Acséady et al. 1993) kalcium ko6t6 fehérjét tartalmazo interneuronokkal képeznek
szinapszisokat, mikozben elkeriilik az interneuronoknak egy masik kalciumkdétd fehérjét,
parvalbumint tartalmazd csoportjat (Freund et al. 1990; Halasy et al. 1992). Mivel ezek a
calbindint, calretinint, illetve kolecisztokinint tartalmazé sejtek kifejezik az 5-HT3 receptort
(Morales & Bloom 1997), amely az egyetlen ionotrop szerotonin receptor, a MRR ezeken az
interneuronokon keresztll képes a piramissejtek hatékony gatlasara (Ropert & Guy 1991) és

(2) A medidlis szeptumot, illetve a Broca-féle diagonalis koteget szintén beidegzik a
MRR rostjai (Leranth & Vertes 1999) és ott is elsésorban GABAerg, példaul parvalbumin
vagy calbindin tartalmu idegsejteket céloznak (Leranth & Vertes 1999; Aznar et al. 2004).

(3) Altalanossagban az agykéregre sokkal inkabb jellemzé a dorsal raphebol eredd
diffiz bemenet, azonban bizonyos teriileteken az I-11l. és V1. rétegekben is talalhatok MRR
eredetli terminalisok. MRR bemenet dominal azonban a kéreg rosztralis tertletein, igy a
medialis prefrontalis kéregben is (Vertes et al. 1999). Az entorhindlis kéreg pedig mind a
dorsal raphe, mind a MRR részérdl kap beidegzést (Kohler et al. 1980). Az agykéregben is
kimutattak, hogy a kolecisztokinint, illetve calretinint tartalmazo interneuronok kifejezik az 5-
HT; receptort (Morales & Bloom 1997). Ezek a sejtek foként a II-111. rétegben talalhatok meg,
mely rétegek erételjes MRR bemenetet kapnak. Azonban kdzvetlen bizonyiték még nincs
arra, hogy ezen a teriileten, hasonléan a hippokampuszhoz, ezek az interneuronok MRR-bél

érkezd termindlisokkal létesitenének szinapszisokat.

A MRR glutamaterg sejtjei

Lattuk, hogy a MRR sejtjeinek igen nagy hanyada tartalmaz szerotonint, ezenkivil
kiilonbo6z6 elbagyi teriileteken a MRR-boI eredé terminalisok és a szerotonin megfestése igen
hasonld jel6lési mintazatot eredményez (Freund et al. 1990). Ebbdl kifolyolag a MRR-t
sokaig alapvetéen szerotonerg magnak tartottak, melynek eldéagyi terminalisaibol kizarolag
szerotonin szabadul fel. Azonban mér korabban is leirtak szerotoninra negativ vetit6 sejteket a
MRR-ban (Kohler & Steinbusch 1982), majd késdbb megerdsitést nyert, hogy ezek egy része
valéban nem szerotonerg vetit6 sejt (Acsady et al. 1996; Aznar et al. 2004).



A vezikularis glutamat transzporterek egy Uj, 3-as tipusanak (vGIuT3) leirasa a MRR-
ban (Fremeau et al. 2002; Gras et al. 2002) egészen Uj elgondolasokat vetett fel e mag
elemei, hiszen a glutamatot a szinaptikus vezikulakba transzportaljak. Eltéréen az 1-es és 2-es
tipusoktdl, a vGluT3-at jellemz6 mddon olyan sejtekben irtak le, amelyek tartalmaznak egy
masik, a glutamattdl teljesen eltérd neurotranszmittert is. A vGluT3 kolokalizal szdmos
monoamin, illetve szerotonin rendszerre jellemz6é molekulaval is Ugy, mint a 2-es tipusu
vezikularis monoamin transzporter (VMATZ2), szerotonin transzporter (SERT), szerotonin
(Gras et al. 2002; Somogyi et al. 2004; Shutoh et al. 2008; Jackson et al. 2009; Amilhon et al.
2010) de leirtak kolinerg (Gras et al. 2002) és GABAerg (Fremeau et al. 2002; Somogyi et al.
2004) sejtekben is. A MRR esetében a sejteknek harom populacidja kiilonitheté el a
szerotonin, illetve a vGIuT3 tartalom szerint: bizonyos sejtek csak szerotonint vagy csak
vGIluT3-at tartalmaznak, illetve vannak, amelyek mindkét molekulat tartalmazzék (Shutoh et
al. 2008; Jackson et al. 2009).

Patkdnyban mutattak meg els6ként, hogy a MRR-bdl a hippokampuszba vagy a
medialis szeptumba vetité nem szerotonerg sejteknek jelents hanyada tartalmaz vGluT3-at
(Jackson et al. 2009), igy els6 izben meriilt fel, hogy a MRR részben glutamaterg vetitd
palyakat kiild az eléagyba. Ezt kovetéen kutatdcsoportunk kozvetlen anatémiai, in vitro és in
vivo fizioldgiai modszerekkel ténylegesen megmutatta, hogy patkdnyban a MRR képes a
szerotonin mellett glutamat transzmissziojan keresztil bizonyos hippokampalis interneuronok
serkentésére és ezaltal a piramissejtek attételes gatlasara (Varga et al. 2009). Ez a felfedezés
bizonyitotta elséként, hogy a MRR képes egy gyors €s preciz, részben glutamaterg jelatvitelen
keresztiil hatast gyakorolni a hippokampalis halozati aktivitasra, megkérddjelezve a MRR-nak
addig tulajdonitott lassu, csupan neuromodulatoros szerepet. Munkatarsaimnak nemrég
sikerllt bizonyitani, hogy ez egérben is igy lehet, mivel az NMDA tipust glutamat receptorok
jelenlétét is kimutattdk a MRR altal adott szinapszisokban, nemcsak a hippokampuszban, de a
medialis szeptumban és a medialis prefrontélis kéregben is (Szényi et al. 2014), ezzel
anatomiai bizonyitékot szolgaltatva arra, hogy a MRR altal adott glutamaterg bement
altalanos lehet, tehat tobb eldagyi teriileten is megvalosulhat. A glutamat szerepének
jelentdségét mutatja, hogy a vGIuT3” null muténs egerek a szorongasos viselkedés jeleit
mutatjak, valamint ezen allatok vizsgalataval kiderllt, hogy a szerotonin vezikularis
transzportja soran a vGluT3 egyiittmiikodik a VMAT2-vel, igy az elébbi fehérje segiti a

szerotonerg jelatvitelt a hippokampuszban (Amilhon et al. 2010).



A hippokampusz

A hippokampalis formacio egy olyan 6sszetett agyi struktdra, amely kulcsszerepet
jatszik bizonyos tanulasi és memoriafolyamatokban, ezenkivil mikodési zavara szamos
neuroldgiai betegségben megjelenik. Ebbdl kifolydlag tébb tanulméanyban vizsgaltdk normal

¢és koros miikodését és napjainkban is ez az egyik legkutatottabb agyterlet.

A hippokampalis formacié neuroanatémiaja

A hippokampalis formécio egy kétoldali, C alakban megnyult, dsszetett agyi struktdra,
mely tobb agyteriiletet is magéaban foglal, ezek a kdvetkezOk: gyrus dentatus, hippokampusz
(CA1-3), subiculum, presubiculum és parasubiculum, valamint néhany forras szerint az
entorhinalis kéreg is ide sorolhatd.

A hippokampélis formécié harom nagy rostkoteggel rendelkezik, melyek a kiilsé és
bels6 kapcsolatokat biztositjak: (1) a fimbria-fornix kotegen keresztil érkezik az informécio a
kiilonb6z6 bazalis elagyi és agytorzsi teriiletekr6l (igy tobbek kozt a medialis szeptumbol és
a MRR-bol is); (2) a kommisszuralis kidtegek kapcsoljak ossze a két félteke hippokampalis
formacidit; (3) az angularis koteg az entorhindlis kérget koti 6ssze a hippokampalis forméacio
mas terlleteivel.

Mas kérgi tertiletekhez képest a hippokampalis forméacio igen egyedi neuroanatomiai
felépitést mutat. Az emlitett teriiletek szigorGan egyiranyl, serkentd kapcsolatban allnak
egymassal és egy bels6 kort alakitanak ki. A hippokampalis formacié agykérgi bemenetének
nagy részét az entorhindlis kéreg fogadja, mely vetit a hippokampuszba és a gyrus dentatusba.
Hasonloképpen, a gyrus dentatus az un. moharostokon keresztil vetit a hippokampusz CA3
teruletére, az pedig az un. Schaffer kollateralisok segitségével a CAL teriiletre. Az utobbi
tertlet vetit a subiculumba, az pedig a pre- és parasubiculumba. A kort a CAL terilet és a
subiculum zérjék be, amelyek visszavetitenek az entorhinalis kéregbe.

A hippokampalis formaciot alkotdo agyteriiletek maguk is komplex felépitésiiek,
sejtszerkezetuk nem mutatja a klasszikus kérgi, sokrétegii elrendez6dést (kivéve az
entorhinalis kérget). Mindegyik teriileten megkulénboztetlink lokéalis gatlé szinapszisokat add
interneuronokat €s vetitd, serkentd hatasu un. fésejteket. A gyrus dentatus fosejtjei a kisebb
méretli szemcsesejtek a str. granulosum rétegben, mig a CA régidk fosejtjei a piramissejtek a
str. pyramidale rétegben, melyek bazalis és apikalis dendritjei kiillonb6z6 lokalis és kiviilrol
eredd szinapszisokat fogadnak, igy a fosejtek feladata a beérkez6 nagy mennyiségii, heterogén

informécid integralasa és tovabbkildése. A piramissejtek rétege felett talalhato a vastagabb
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str. radiatum, afelett pedig a str. lacunosum-moleculare, benniik a piramissejtek disztalis
apikdlis dendritjeivel. Mint emlitettem, az utobbi két réteg hatérara igen gazdag MRR
afferentécio érkezik.

Az interneuronok olyan GABAerg idegsejtek, amelyek nem vetitenek méas agyteriletre
(megjegyzendd, hogy léteznek olyan helyi GABAerg neuronok is, amelyek vetitdsejtek), igy
a tobbi helyi neuronra adnak gatlé szinapszisokat (bar ismeretes esetenkeént depolarizald
hatasuk is, amely még mindig vitatott; Szabadics et al. 2006, Glickfeld et al. 2009). Noha az
interneuronok a kéreg sejtjeinek csak korulbeltl 10%-at teszik ki, szereplk az informacio
lokdlis feldolgozasaban alapvet6. Rendkivili heterogenitast mutatnak (Freund & Buzséki
1996), jelenleg a hippokampuszban legalabb 21 tipusuk kiilonithetd el olyan tulajdonsagok
alapjan, mint a sejttest helyzete, a sejt be- és kimeneti, neurokémiai vagy elektrofizioldgiali
sajatossagai (Klausberger & Somogyi 2008). Tipikus képvisel6ik a kosar sejtek, axo-axonikus
sejtek, O-LM (oriens lacunosum-moleculare) sejtek, Gn. ,bistratified” sejtek és IS
(interneuron-selective) sejtek. A hippokampuszban taldlhatd interneuronok populacioit
elkdlonithetjik aszerint, hogy a piramissejtek mely részével kapcsolodnak. Mig példaul a
parvalbumint vagy a kolecisztokinint tartalmazd interneuronok periszomatikusan fejtik Ki
gatlo hatasukat, addig a calbindinra pozitiv interneuronok a dendritfa apikalis részét célozzak,
a calretinin tartalmuak pedig tipikusan mas interneuronokat (IS, interneuron-selective)
idegeznek be. Mint emlitettem, a hippokampuszban a MRR a kolecisztokinin, calbindin és
calretinin tartalmad interneuronokat célozza, ezzel szemben a medialis szeptum a parvalbumint
tartalmazokat. Mivel a megcélzott interneuronok kiilonbozéek, igy az emlitett két terlilet

alapvetden eltér6 modon szabalyozza a hippokampalis aktivitast (Freund et al. 1990).

A hippokampalis formacié funkcidja

A hippokampalis formacio jelentdségére csaknem 60 évvel ezeldtt figyeltek fel. H. M.
(Henry Molaison) epilepszias beteget, temporalis lebenyének mindkét oldali eltavolitasaval
probaltak meg kezelni, am a miitét utan a beteg képtelen volt ) informaciok memorizaldsara.
Az elmult néhany évtized tudomanyos eredményei alapjan két f6 funkcidt tulajdonitanak a
hippokampalis forméacionak: fontos szerepet jatszik az un. deklarativ memariaban, emellett
sziikséges a térbeli tajékozodashoz. Ezenkivil a hippokampalis formacid maéas agyi
funkcidkban is érintett, részt vesz szenzomotoros folyamatokban, képes mas kérgi teriiletekrol
érkezé informéciokat Osszesiteni és 0j formdban tovabbitani, valamint hatdssal van a

hangulati életre, ez utébbi funkcidja pedig kilondsen fontos az affektiv korképek esetében. A

11



hippokampalis formacio sok mas haldzattal és agyi struktaraval all kapcsolatban, &m az igen
er6s raphe-hippokampélis bemenet jellege és szerepe még mindig nem pontosan tisztazott.

A hippokampalis elektroenkefalogram (EEG) szamos idegsejt aktivitasat tiikrozi, igy
atfogo képet ad a teriilet miikodésérdl. Tobb jellegzetes hippokampalis szinkron aktivitasi
mintazatot ismeriink, melyek kozil fontos kiemelnink a ritmikus théta oszcillaciot.
Ragcsaloban a théta hulldmok a kornyezet feltérképezésekor, az alvas REM fazisaban, illetve
ébredéskor figyelheték meg. Fontos megemliteni, hogy a MRR serkentése a hippokampalis
EEG deszinkronizacidjat eredményezi, mig gatladsa eldsegiti a stabil théta ritmus kialakulasat

(Vertes & Kocsis 1997).

A mediélis szeptum

A medialis szeptum neuroanatémigja

A szeptalis régio az oldalsé agykamrak kozott talalhatd, a bazalis elbagy része.
Anatomiailag lateralis, medialis, poszterior és ventralis részekre oszthatjuk (Swanson &
Cowan 1979). A medidlis szeptum, valamint a Broca-féle diagonalis koteg alkotjak a szeptalis
régio medialis részét. A medialis szeptumot a hippokampusszal a fimbria-fornix kéti 0ssze,
mig az agytorzsi affernsek és efferensek a medialis eldagyi kdtegben haladnak.

A medidlis szeptumban elkilonitiink kolinerg, GABAerg és glutamaterg sejteket. (1)
A medidlis szeptum igen nagy szamban tartalmaz kolinerg sejteket (Mesulam et al. 1983). (2)
A mediélis szeptum GABAerg vetité sejtjei jol elkiilonithetk az el6z6 populaciotol,
legfontosabb tulajdonsaguk a kolinerg sejtekkel szemben, hogy tartalmaznak parvalbumint
(Freund 1989). (3) Nem olyan régen irtdk le a medialis szeptum sejtjeinek egy harmadik
csoportjat, melyek a 2-es tipusu vezikularis glutamat transzportert (vGIluT2) tartalmazzak. A
harom emlitett sejttipus mindegyike vetit a hippokampuszba (Colom et al. 2005), igy
kulonféle modon mindharom neurotranszmitter részt vesz a kiilonb6z6 oszcillaciok
kialakitasaban és fenntartasaban. Emellett a haromféle sejttipus egymassal kapcsolédva részt
vesz a medialis szeptum bels6 halozatanak kialakitasaban, melynek fontos elemei a kiilonb6z6

helyi GABAerg interneuronok.

A mediélis szeptum funkcidja
A medialis szeptum fontos szerepet jatszik kiilonb6zé kognitiv folyamatokban.
Ritmikusan tiizel6 sejtjei a szepto-hippokampdlis palydn keresztil részt vesznek a

hippokampalis théta oszcillacio kialakitasaban (Vertes & Kocsis 1997), amely fontos eleme a
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tanulasi és memoriafolyamatoknak. A medialis szeptum sériilése vagy ritmikus tlizelésének
megzavarasa a théta hullamok megsz{inését eredményezi és a kognitiv funkcidk
besziikiiléséhez vezet (Vertes & Kocsis 1997; Colom 2006). Ezen felll a medialis szeptum
bizonyos idegsejtjei igen koran eés nagymertékben degeneralédnak az Alzheimer-kor soran,

amely a legsulyosabb neurodegenerativ betegségek kozeé tartozik és komoly demenciaval jér.

A medidlis prefrontélis kéreg

A medialis prefrontalis kéreg neuroanatomiaja

A medidlis prefrontalis kéreg az orbitalis és lateralis prefrontalis kéreggel egyditt
alkotja a prefrontélis kérget, mely az agykéreg része és a homloklebeny eliilsé részén
talalhato. Sejtes szervezOdése a kéregre jellemzd réteges felépitést mutatja, bar bizonyos
prefrontalis terileteken egyes rétegek vékonyabbak lehetnek vagy akar hianyozhatnak is. Béar
a kéreg anatomiai szervezddése réteges, funkcionalisan egyfajta vertikalis, oszlopos felépitést
mutat. Ezek az un. kérgi modulok, melyek néhany ezer sejtb6l allnak és a kéreg funkcionalis
egységének tekinthetéek (Szentdgothai 1975). Mindegyik rétegben megtalaljuk a kilonféle
gatlo interneuronok sejttestjeit. A hippokampuszhoz hasonléan itt is szdmos populéciéjuk
kiilonithetd el, melyek a serkentd sejtek kiilonbozo részeire adnak GABAerg szinapszisokat.
A medialis prefrontalis kéreg négy tovabbi, sejtes szervezddésiiket tekintve eltérd részre
oszthato fel: medialis precentralis kéreg (vagy mas néven Fr2), eliils6 cingularis kéreg (A24a-
b), prelimbikus kéreg (A32) és infralimbikus kéreg (A25). Emellett azonban anatomiai és
viselkedési vizsgalatok alapjan a medialis prefrontélis kéreg feloszthat6 egy dorzalis részre —
medialis precentralis, eliilsé cingularis és dorzalis prelimbikus kéreg — és egy ventralis részre

— ventralis prelimbikus kéreg és infralimbikus kéreg (Heidbreder & Groenewegen 2003).

A medialis prefrontalis kéreg funkcidja

A mediélis prefrontalis kéreg egy filogenetikailag viszonylag fiatal, funkcionélisan
igen heterogén terilet, szamos kognitiv folyamatban jatszik fontos szerepet. Hatassal van az
érzelmekre, érintett a figyelemmel és motivacioval kapcsolatos magatartasi formakban, a
dontéshozatalban, igy felelés a rugalmas viselkedés kialakitasaért. Fontos szerepet jatszik
mind a rovid, mind a hosszu tavu emlékezetben, a munkamemoridban, valamint az emlékek
kialakulasahoz is sziikséges (Euston et al. 2012). Fontos asszociativ tertlet, mely
Osszekottetésben all mas eldagyi, koztiagyi és agytorzsi régiokkal. Tekintettel funkcionalis

sokszinliségére, a medialis prefrontalis kéreg nem megfeleld mikodése szdmos neuro-
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pszichiatriai betegségben megjelenik, igy érintett a depresszids és szorongdsos korképekben,

valamint a skizofrénidban.

A hippokampusz, a medialis szeptum és a medialis prefrontéalis kéreg kozti kapcsolatok

Mint emlitettlik, a medidlis szeptum mindharom sejttipusa vetit a hippokampuszba. (1)
Az an. ll-es tipusy, vékony, aprd varikozitasokban végz6dé szeptalis rostok kolinergek és a
hippokampalis interneuronok mellett foként a piramissejtekre adnak depolarizaldé hatasu
kapcsolatokat (Freund & Antal 1988; Vertes & Kocsis 1997). (2) Az l-es tipusu, vastag, en-
passant boutonokban végz6dé rostok a medialis szeptum GABAerg sejtjeit6l szarmaznak és a
kiilonb6zé hippokampalis interneuronok koriil képeznek kosarakat, ezaltal ritmikus
diszinhibicio utjan befolyasoljak a piramissejtek tuzelését (Freund & Antal 1988; Freund
1989). (3) A medialis szeptum, illetve a Broca-féle diagonalis koéteg glutamaterg sejtjei
kozvetlenil a hippokampusz piramissejtjeit serkentik. A kapcsolat a két tertlet kozott
kétiranyu, a hippokampusz is kiild vetit6é rostokat a medialis szeptumba, melyek kizardlag
GABAerg sejtektdl erednek. Ez a beidegzés azonban nem olyan gazdag, mint a szepto-
hippokampalis bemenet.

A medialis szeptum és a medialis prefrontalis kéreg kozott a kapcsolat szintén
kétiranyu és topografikusan szervez6dik. A medialis szeptum, illetve a Broca-féle diagonélis
koteg lateralis részei inkdbb a medidlis prefrontalis kéreg oldalsé részét célozzak, mig a
medialis eredetli rostok a medidlis prefrontélis kéreg kozepén végzddnek. Ugyanakkor a
medidlis prefrontalis kéreg ventralis része medidlis, dorzalis része pedig lateralis iranyba vetit
(Heidbreder & Groenewegen 2003).

A kapcsolat a hippokampusz és a medialis prefrontalis kéreg kdzott egyirdnydnak
tekinthetd. Mikozben a ventralis CA1 teriiletrdl igen gazdag hippokampélis afferentaciot kap
a medialis prefrontélis kéreg ventralis része, addig csak igen kevés medialis prefrontalis rost
éri el kozvetlenil a hippokampuszt — noha indirekt hatasa lehet, példaul az entorhindlis

tertleten keresztll (Heidbreder & Groenewegen 2003).
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CELKITUZESEK, KERDESFELVETESEK

Az elobbi fejezetekben bemutattam a MRR, illetve harom célterllete, a
hippokampusz, a medialis szeptum és a medialis prefrontalis kéreg anatomiai felépitését,
funkciojat, egymaéssal vald kapcsolddasukat, valamint roviden kitértem ezen agyterlletek
szerepére a kiilonboz6 neurologiai betegségekben. Az elmult évek eredményei rdmutatnak
arra, hogy a MRR valddi funkcioja joval talmutat szerotonerg modulatoros szerepén. Ennek
ellenére még mindig nagyon keveset tudunk err6l a részben serkentdé magrol, ezért

célkitlizésemben harom ezzel kapcsolatos nagyobb kérdéskort vizsgaltam.

(1) Egyéltalan nem ismert, hogy a MRR-ban pontosan mekkora szdmu és milyen
neurokémiai tulajdonsagu idegsejt talalhatd, igy nem tudjuk azt sem, hogy milyen aranyban
vannak jelen a foként vetité glutamaterg, szerotonerg, illetve az ezekre kettdsen pozitiv sejtek.
Ezen sejtek szdmanak ismerete nem csak azok aranyanak megallapitasa miatt fontos, de ezen
keresztiil alapvetd tampontot nyujt a mag vetitd sejtjei altal 1étesitett eléagyi kapcsolatainak
feltérképezéséhez és modellezéséhez is, valamint ramutathat a mag altal Iétesitett glutamaterg
kapcsolatok jelentdségére.

Ennek megfeleléen elsé vizsgalatunk keretében statisztikailag megalapozott,
kvantitativ sztereologiai modszerek segitségével meghatdroztuk a mag funkcionalisan
harom legfontosabb vetité sejttipusanak, a szerotonerg, glutamaterg és az ezekre

kettésen pozitiv idegsejteknek a szamat és egymashoz viszonyitott aranyat.

(2) A MRR ezen harom vetit6 sejttipusanak nem feltétlenil mindegyike vetit azonban
a mag minden célteriiletére és ahova mégis, oda sem biztosan egyforma aranyban. Igy
szlikséges megvizsgalni azt is, hogy adott teruletre milyen ardnyban vetit a harom sejttipus,
hiszen az egyes célterlileteken megvaldsuld jelatvitel tipusa — szerotonerg, avagy gyors
serkentd glutamaterg — alapvetéen meghatarozza a MRR eldagyi szabalyzo szerepét. Mint
lattuk, a hippokampusz és a medidlis szeptum a MRR ismert elbagyi célteriiletei kozé
tartozik, anatomiailag és funkcionalisan egyarant, és e teriileteken keresztil a mag hatékonyan
képes befolyasolni az eléagyi neuronhaldzatok aktivitasat. Az ide vetitd sejtek glutamaterg
tulajdonsagat eddig csak patkanyban irtak le (Jackson et al. 2009; Varga et al. 2009), de
mindeddig ott is csak néhany aspektust vizsgaltak. Azonban egérben ezel6tt ezt meég nem
vizsgaltak, annak ellenére, hogy szamos elényds tulajdonsaga miatt (gyors egyedfejlodés, jo

szaporodoképesség, génmodositas szerteagazo lehetéségei sth.) a laboratoriumi eger egyre
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szélesebb korben hasznalt modellallat az idegtudomanyok teriiletén is. igy elengedhetetlen az
egér kozponti idegrendszerének pontos ismerete. A MRR kapcsolata a medidlis prefrontélis
kéreggel kevésbé ismert, noha ennek az cléagyi teriiletnek a koros miikodése szamos olyan
neuropszichiatriai betegsegben megjelenik, amelyben a szerotonerg rendszer is érintett. A
medialis prefrontalis kéregbe vetitd sejteket ezel6tt még nem vizsgaltak ragcsaloban, azok
neurokémiai tulajdonséga egyaltalan nem ismert.

Masodik vizsgalatunkban tehat retrograd palyajelolés segitségével megvizsgaltuk
a hippokampuszba, a medialis szeptumba, valamint a medialis prefrontélis kéregbe

vetité sejtek szerotonerg, illetve glutamaterg természetét egérben.

(3) Mindezidaig kevéssé vizsgaltak a MRR altal adott elGagyi kollateralis
beidegzéseket, pedig amennyiben a mag sejtjei képesek egyidejiileg tobb eldagyi teriilet
beidegzésére, akkor glutamaterg jelatvitelén keresztiil a MRR fontos szerepet jatszhat ezen
agyteruletek gyors és pontos szinkronizaldsaban. Patkanyban korabban kimutattak, hogy a
MRR sejtjeinek egy része képes vetitd rostokat kiildeni egyidejlileg a hippokampuszba ¢€s az
entorhinalis kéregbe (Kohler & Steinbusch 1982), a medialis szeptumba és az entorhinalis
kéregbe (Kohler et al. 1982), valamint a hippokampuszba és a medialis szeptumba (Acsady et
al. 1996; McKenna & Vertes 2001). Olyan kettsen vetité sejteket, melyek nem tartalmaztak
szerotonint eddig csak a hippokampusz és az entorhinalis kéreg esetében irtak le (Kéhler &
Steinbusch 1982). Azonban ezel6tt még nem vizsgaltdk a MRR Kettdsen vetitd sejtjeit
egérben és egyaltalan nem ismert ezen sejtek glutamaterg természete még patkanyban sem.

Harmadik vizsgalatunkban tehat Kkettés retrograd palyajelolés segitségével
megvizsgaltuk a hippokampuszba és a medialis prefrontélis kéregbe, valamint a
medialis szeptumba és a medialis prefrontalis kéregbe valé kettés vetités lehetéségét,

valamint a kettésen vetito sejteket neurokémiailag azonositottuk is.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Allatok és perfazio

Minden allatkisérletet a Magyar Tudomanyos Akadémia Kisérleti Orvostudomanyi
Kutatointézet (MTA KOKI) Intézeti Etikai Kodexe és a kisérleti allatok védelmérdl szolod
hatalyos magyar jogszabalyok (1998. évi XXVIII. torvény, 40/2013. (1l. 14.) Korm. rendelet)
alapjan végeztink el, melyek 6sszhangban vannak az Eurdpai Parlament és a Tanacs altal
2010. szeptember 22-én elfogadott iranyelvekkel (2010/63/EU), valamint a FELASA
allatjoléti ajanlasaival. A kisérletek az MTA KOKI Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga,
valamint a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal jovahagyasaval torténtek.

Ketté darab VGAT-eGFP torzsbe tartozd (1-2. egér), valamint 7 darab C57BL/6J
torzsbe tartozo (3-9. egér) 35-70 napos specifikus parazitamentes kérilmények kozott tartott
(SPF) him egeret hasznéltunk fel a kisérletek soran. Az allatokat a perfuzio elétt eldszor
inhalacios aton, izoflurdnnal, majd intraperitonedlis injekcioval beadott altaté keverékkel (8,3
mg/ml ketamin, 1,7 mg/ml xilazin-hidroklorid, 0,8 mg/ml prometazin-hidroklorid 0,9%-0s
fiziologias sooldatban, 10 ml/kg testtomeg) érzéstelenitettiik és helyeztik mélyaltatasba. Ezt
kovetden az allatokat sziviikkon keresztiil, a nagy vérkoron &t megperfundaltuk, elészor
fizioldgias sboldattal 2 percen at, majd 4%-os paraformaldehid-oldattal 40 percen at, végul
0,1 M-os foszfatpuffer-oldattal (PB) 10 percen ét.

Antitestek

A kisérletek soran hasznalt antitestekrél az 1. tablazat nyujt részletes attekintést. A
szerotonin elleni antitest specificitasat mar korabban tesztelték (Amilhon et al. 2010) és mi is
ahhoz hasonlo jel6lési mintazatot tapasztaltunk, megerdsitve ezzel az antitest specificitasat. A
nyulban készllt vezikularis glutamat transzporter 3 (vGIuT3) elleni antitest széles kdrben
haszndlt, specificitasat tébben is leirtdk (Affaticati et al. 2011). A tengerimalacban készilt
VGIUT3 elleni antitest specificitasat vGIUT3™ null mutans egérben teszteltiik (Szabadits et al.
2011; Sz6nyi et al. 2014). A Fluoro-Gold (FG) és a kolera toxin B alegység (KTB) elleni
antitestek nem mutattak jel6lést olyan allatokban, amelyekbe nem adtuk be ezeket a
palyajel6ld anyagokat.

Megbizonyosodtunk rola, hogy a masodlagos antitestek nem adnak keresztreakciot az
elsddleges, illetve a tobbi masodlagos antitesttel, valamint, hogy elsddleges antitestek nélkiil

nem mutatnak autofluoreszcenciat, illetve hattérfestést.
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1. téblazat: A kisérletek soran felhasznalt els6dleges és masodlagos antitestek legfontosabb
jellemzdi. vGIuT3: vezikularis glutamat transzporter 3.
Milven Eredeti
Mi ellen vy fehérje- A Katalogus | Lot
e allatban Higitas Gyarto ,
készult? P koncent- szam number
készult? L s
racio
szerotonin patkany | ismeretlen | 1:500 Millipore | MAB352 | 2168248
Svnantic 135203/14
vGIuT3 nyul 1 mg/mi 1:500 SysteF;ns 135203 135203/16
y 135203/23
tengeri- . 1:1000- - LV145319
vGIuT3 malac ismeretlen 1-4000 Millipore | AB5421 3
Fluoro-Gold | nyul iIsmeretlen 1:1000- Millipore | AB153 2003657
1:30000
kolera toxin
B egér 1000 1:400 Abcam | ab1003 |-
. pg/ml
alegység
kolera toxin Iélisc’)tlo ical
B kecske ismeretlen | 1:20000 g #703 #7032A7
alegység Labora-
tories
. Milyen . .
M'V.el ) allatban M' e!_len Higitas Gyarté Ka}talogus Molekula
konjugalt? ‘o készult? szam
készult?
Life
Alexa 647 | tyuk patkany 1:500 Techno- A-21472 teljes IgG
logies
Jackson
Cy3 szamar | nydl 1:500 Immuno- 123'165' teljes 19G
research
tengeri- Vector
biotin kecske g 1:200 Labora- BA-7000 | teljes IgG
malac )
tories
. Jackson
DyLight . ) 016-470- | sztrepta-
405 nem antitest 1:500 Immuno- 084 vidin
research
1:500- | Life
Alexa 488 | szamar nyul 1j1000 Techno- A-21206 teljes IgG
' logies
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Immunfluoreszcens festés
Leica VT1200S tipust metsz6géppel a sztereologiara szant 2 allat (1-2. egér) esetében 60 um
vastag, mig a retrograd palyajelolével beadott 7 allat (3-9. egér) esetében 50 um vastag
koronalis metszeteket készitettiink. Ezt kovetden 3-szor 10 percen keresztil 0,1 M-os
foszfatpuffer-oldattal (PB) mostuk ki a fixal6-oldatot a metszetekb6l. Ezutan a metszetek
fagyvédelem céljabdl 12 orara 10%-0s, majd 2 orara 30%-o0s szachardz-oldatba keriiltek (PB-
ban), majd a penetraciot elésegitendé folyékony nitrogénben 5-szOr (sztereoldgiara szant
metszetek) vagy 3-szor (retrograd palyajelolét tartalmazd metszetek) fagyasztottuk és
olvasztottuk meg 6ket. Ezt kovetéen a metszetek PB-ba (3-szor 10 perc), majd TBS-be (tris-
buffered saline; 3-szor 10 perc), végul 1 orara TBS-ben feloldott 1%-0s human szérum
albumin-oldatba (Sigma-Aldrich) keriltek, elfedve ezzel a nem specifikus epitopokat. A
sztereolOgiara szant metszetek esetében ez az oldat még 0,1% Triton™ X-100-at (Sigma-
Aldrich) és 700 pg/ml Digitonint (Sigma-Aldrich) tartalmazott, valamint az elsddleges és
masodlagos antitestek mellé is keriilt 0,03% Triton™ X-100, eldsegitve ezzel a penetraciot a
vastagabb metszetekbe is. Ezek utdn 48-96 Orara a metszeteket az els6dleges antitestek
oldatdban inkubaltuk, TBS-ben feloldva. Az antitestek alkalmazott koncentracioir6l az 1.
tablazat nyujt részletes attekintést. A sztereoldgidra szant metszeteket anti-szerotonin
(patkany) és anti-vezikularis glutamat transzporter 3 (anti-vGIuT3; nydl) antitestek oldataban
inkubaltuk. A retrograd palyajelolét tartalmazo metszetekre a 3-5. egerek esetében anti-
Fluoro-Gold (anti-FG; nyul; el6zetesen nativ metszeteken kimeritve 1:1000-ben 1 dran
keresztiil), anti-kolera toxin B alegység (anti-KTB; egér), anti-szerotonin (patkany) és anti-
vGIuT3 (tengerimalac) kerilt, mig a 6-9. egerek esetében anti-FG (nydl; kimeritve) és anti-
KTB (kecske).

6-szor 10 percen keresztlli TBS-es mosas utan 24 orara rakerlltek a metszetekre a
masodlagos antitestek. A sztereoldgidra szant metszetek esetében Alexa 647-konjugalt
tyukban készilt anti-patkany (szerotonin jel6lés az infravords emisszids tartomanyban) és
Cy3-konjugélt szaméar-anti-nyal (vGIuT3 jel6lés pirosban). A retrograd palyajel6lot
tartalmazd metszetekre a 3-5. egerek esetében Alexa 488-konjugalt szamar-anti-nyul (FG
jelolés zoldben), DyLight 549-konjugalt szamar-anti-egér (KTB jel6lés pirosban), Alexa 647-
konjugélt tydk-anti-patkany (szerotonin jel6lés infravOrdsben) és biotinnal konjugalt kecske-
anti-tengerimalac, mig a 6-9. egerek esetében Alexa 488-konjugélt szamar-anti-nydl (FG

jelolés zdldben) és Alexa 594-konjugalt szamar-anti-kecske (KTB jel6lés pirosban).
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A sztereologiara szant metszeteket a masodlagos antitesteket kovetéen, TBS-es mosas
utan (3-szor 10 perc) 2 6éran keresztul DAPI-oldatban inkubaltuk (1:10000), mely festék kek
szinben fluoreszkal és a DNS-hez kotddve megfesti a sejtmagokat. A retrograd palyajel6l6t
tartalmazd metszetekre a 3-5. egerek esetében a masodlagos antitesteket kovetdéen, TBS-es
moséas utan (6-szor 10 perc) rakerilt egy harmadlagos, DyLight 405-konjugélt sztreptavidint
tartalmazo oldat 5 6rara (vGIuT3 jel6lés kékben).Ujabb TBS-es (10 perc) és PB-os (2-szer 10
perc) mosasok utan mindegyik metszetet targylemezekre huztuk fel és Aquamount-tal (BDH
Chemicals Ltd) fedtuk le.

Megjegyzendd, hogy a fluoreszcencia konfokalis detektalasa digitalisan torténik egy
monokrom intenzitasi skalan, igy a dokumentacid szempontjabdl valdjaban lényegtelen a

masodlagos antitestek ,,szine”. Dolgozatom képei igy sziikségszeriien alszinezetliek.

Sztereoldgiai mérés

A kilénb6z6 neurokémiai tulajdonsagu idegsejtek szamanak meghatarozdsa a MRR-
ban sztereologiai mddszerek segitségével tortént. A sztereoldgia olyan statisztikailag
megalapozott, elfogulatlan, kvantitativ modszer, amely alkalmas arra, hogy kell6
pontossaggal és torzitatlanul becsiljuk meg egy 3 dimenzids struktdra (pl. egy szerv vagy
agytorzsi mag) vagy annak bizonyos elemeinek valamilyen Kkvantitativ, geometriai
paraméterét (sejtszam, nyulvany hosszusaga, felilet, térfogat), mikozben a méréseinket az
adott struktiira megbontasaval, annak metszetein kell, hogy elvégezziik. Miutan mérettél és
alaktol fiiggden az egyébként kiilonb6zd objektumok hasonld formaban jelenhetnek meg a
metszeten és forditva, igy a metszeteken latott informacio félrevezet6 a teljes struktdrara
nézve, tehat az adott paraméter becslése torzitott lesz, vagyis nagy lesz a becslés hibaja. Erre a
problémara jelent megoldast a sztereologia. A modszer kiilonbozé formair6l, azok pontos
matematikai hatterérdl, alkalmazasi teriileteirdl, elényeir6l szamos kozlemény ad részletes
attekintést (West et al. 1991; Schmitz & Hof 2005; Boyce et al. 2010; Tschanz et al. 2014).

Az dltalunk alkalmazott sztereol6giai médszer az Gn. optikai frakcionator (angolul
optical fractionator), amely alkalmas valamilyen objektum szdmanak meghatarozéasara egy
adott strukturaban. A technika azon alapszik, hogy a teljes struktdrabdl gy vesziunk mintat,
hogy pontosan ismerjuk, hogy az a minta a teljes struktira mekkora hanyadat teszi ki. Ha
ebben meg tudjuk adni a vizsgalt objektum pontos szamat, akkor ebbdl egyszer(i felszorzassal
kovetkeztethetlink az 6sszes objektum szamara a teljes struktaraban.

Esetiinkben a vizsgalat a kovetkez6 elvet kovette. Két VGAT-eGFP torzsbe tartozo

egérben (1-2. egér) a MRR-t harom lepésben mintaveteleztiik és osztottuk kisebb vizsgalt
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térfogatokra. (1) Szisztematikus véletlen mintavételezéssel a teljes MRR-bol készilt dsszes
szoveti metszetnek kivalasztottuk minden masodik metszetét azaz a felét. Ez az (n. metszet
hanyados (ssf), amely esetlinkben tehat ¥2. (2) A kovetkez6 Iépésben mindegyik kivalasztott
metszet terlletének csak egy bizonyos hanyadat vizsgaltuk, egy a metszetre virtualisan
rahelyezett 80 um oldalhosszisagh négyzethdldé minden négyzetébdl csak egy 15 um
oldalhosszUsagu négyzetet. Ez az Un. teriileti hanyados (asf), amely igy tehat 15%/80% (3) Az
utolso lépésben ezeken a kisebb teriileteken a metszet teljes vastagsagabol csak 15 um-t
vizsgaltunk. Ily modon megkapjuk az un. méré kockakat, melyek jelen esetben 15 um
oldalhosszisagu kockak. A méré kocka virtualisan a metszetben talalhato és lehet6vé teszi,
hogy mindegyik objektum egyenld valdsziniiséggel keriiljon bele a mintaba, mérettdl, alaktol
és térbeli elrendez6déstdl fiiggetlentiil, igy valik a mérés elfogulatlannd, amely a sztereoldgiai
modszerek leglényegesebb jellemz6je. A mérést a metszetenkénti szamolo keret és tovabbi —
itt nem részletezett — szabaly alkalmazasaval lehet elvégezni gy, hogy Iényegében
megszamoljuk az adott mér6kockaban talalhatd sejteket, majd ezek szdmat megszorozzuk a

fent leirt 3 hanyados reciprokaval:

ahol N az 0sszes sejt szdma egy adott struktiraban, Q a méré kockakban megszamolt 6sszes
sejt szama, t a metszetek feldolgozas utdn mért atlagos vastagsaga, h a mérékocka magassaga,
asf a tertileti frakcid és ssf a metszet frakcio. A fentiek alapjan mérésiinkre a kovetkezéképpen
irhatd fel az egyenlet, melynek segitségével az eredmények megadasénédl meghataroztuk a
kiilonb6z6 sejtek a szamat a teljes MR-ban (t a két &llatban 25,7 pm és 27,1 pm volt):

t 1 . 1

15 152/80% 1/2

A mérés menete a gyakorlatban az alabbiak szerint tortént. Mint lattuk, a fluoreszcens

N=0Q-

immunhisztokémiai festés soran kiemelt figyelmet forditottunk az antitestek penetrécidjara,
hogy a fluoreszcens jel6lés a metszet teljes vastagsagaban megfelel6 legyen. A képalkotas egy
Nikon A1R konfokalis mikroszkop segitségével tortent, 20-szoros nagyitdson 1 pm-ként
készitettlink konfokalis képeket a metszetek teljes vastagsagaban, a kék (sejtmag jeldlés), a
piros (VGIUT3 jel6lés) és az infravords (szerotonin jel6lés) emisszios tartomanyokban. Ezek
utdn a sztereologiai meéréseket ezeken a konfokalis képsorozatokon végeztik el. A sejtek
megszamlalasa egy erre a célra kifejlesztett sztereoldgiai program, a Stereo Investigator
(MBF Bioscience) segitségével tortént. A program képes szisztematikus véletlen modon

virtudlisan belehelyezni a konfokalis képsorozatokra a fent emlitett méré kockakat,
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megjeleniti a szamolo kereteket, valamint szdmos nyers és szarmaztatott adatot szolgéltat egy-
egy metszet mérésébol. A sejtek megszdmlalasa a DAPI-val megjeldlt sejtmagok alapjan
tortént, mivel azok alakjukbol és méretikbél addddéan sokkal alkalmasabbak a szamolo
keretben valé detektaldsra, mint a bonyolult nyulvanyokkal rendelkez6 sejttestek. A
megszamolt sejtek neurokémiai azonositdsa a konfokalis képsorozatokon a NIS-Elements
program segitségével tortent. Jelen esetben csak a MRR MR részén végeztik el a méréseket,
mivel definicid szerint a szerotonerg, illetve glutamaterg sejtek a MR-ban helyezkednek el,

melyet éppen emiatt valasztanak kiilon a PMR-tol.

Sztereotaxias miitétek

7 darab C57BL/6J torzsbe tartozé 35-70 napos him egeret (3-9.) elészor inhalacios
aton, izoflurannal, majd intraperitonedlis injekcidval beadott altatd keverekkel (8,3 mg/mi
ketamin, 1,7 mg/ml xilazin-hidroklorid fizioldgias so6oldatban, 10 ml/kg testtdmeg)
érzéstelenitettiink és helyeztiink mélyaltatasba, ezt kovetden pedig sztereotaxids késziilékbe
fogtuk be az allatokat. El6szor 2%-0s Fluoro-Gold tipust retrograd palyajel6lé anyagot (FG;
Fluorochrome) adtunk be a medialis prefontalis kéregbe. Ezek koziil 3 egér esetében (3. és 6-
7. egér) a FG-ot csak a bal agyféltekébe adtuk be a kovetkez6 koordinatak szerint: 1,8 mm
anterior irdnyban a bregmatol, 0,3 mm laterdlis irAnyban a kdzépvonaltdl és 2,7 mm ventrélis
iranyban a bregma és a lambda altal meghatarozott nulla szinttél. Ezekben az esetekben a FG
beadasat kovetden 0,5%-0s kolera toxin B alegység tipusu retrograd palyajelolé anyagot
(KTB,; List Biological Laboratories) adtunk be 3 helyre a hippokampuszba a bal
agyféltekében a kovetkezd koordinatak szerint: 2,5 mm, 2,8 mm, 3,2 mm poszterior iranyban
a bregmatdl, 1,6 mm, 1,6 mm, 1,7 mm lateralis iranyban a k6zépvonaltdl és 2,1 mm, 2,1 mm,
2,2 mm ventralis iranyban a nulla szintt6l. Négy eger esetében (4-5. és 8-9. egér) a FG-ot
mindkét oldali agyféltekébe beadtuk a medialis prefrontalis kéregbe a fent emlitett
koordinatak szerint, majd ezt kovetéen a KTB-et a medialis szeptumba adtuk be a kovetkezd
koordinatadk szerint: 1,0 mm anterior irdnyban a bregmatol, kozépvonalban és 4,1 mm
ventralis irdnyban a nulla szinttdl. A koordindtdkat erre alkalmas sztereotaxids atlasz
segitségével hataroztuk meg (Paxinos & Franklin, 4. kiadas). A beadasokat Recording
Nanoject Il precizios mikorinjektor pumpaval végeztik el (Drummond Scientific Company),
28-36 um bels6¢ atmérdjii boroszilikat alapt iivegkapillarisokkal (Drummond Scientific
Company). Egy-egy beadas alkalmaval 15-20 nl FG-ot és 20-25 nl KTB-et adtunk be.
Kozvetleniil a beadas el6tt a mikropipetta hegyét a meghatarozott koordinatdkhoz képest 100

um-rel lejjebb majd vissza allitottuk, elegendd helyet csindlva ezzel a beaddanyag szamara.
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Kozvetlenil a beadas utan a mikropipetta hegyét mozdulatlanul hagytuk 5 percig a
meghatarozott koordinatdkon, majd még 10 percig 100 um-rel feljebb, hogy eldsegitsiik a
beadbanyag kidramlasat, megakadalyozva ezzel annak visszadramlasat a pipetta nyoman. A
beavatkozas utan az allatok folyadékpdtlasi celbol 0,5 ml fiziologias séoldatot, valamint
gyulladascsokkentés és fajdalomcsillapitas céljabol 0.05 mg/kg meloxikdmot (Metacam,
Bocehringer Ingelheim) kaptak intraperitonealisan, majd a perfuzio elétti 8-14 napos tulélési

idore kiilon ketrecekbe helyeztiik el oket.

Retrograd palyajelolés kiertékelése

A palyajel6lé anyagok beadasi helyeit 50 pm vastag metszetekbdl, egy Zeiss Axioplan
2 fluoreszcens mikroszkop segitségével rekonstrualtuk, hogy megtudjuk, az adott agytertlet
mekkora hanyadat arasztotta el a palyajel6lé anyag. Minden egyes metszetr6l késziilt képet
raillesztettiink a neki megfeleld metszetre a sztereotaxids atlaszban (Paxinos & Franklin, 4.
kiadas), majd Fiji/lmageJ program segitségével meghataroztuk az elarasztott és a teljes
agyterllet aranyat: teljes agyterlletnek tekintettiik a hippokampusz esetében a CA1-3-mat és a
gyrus dentatust, a medialis szeptum esetében a medialis szeptalis teriletet és a Broca-féle
diagonalis koteget, a medialis prefrontélis kéreg esetében az eliils6 cingularis kérget (A24a-b),
a prelimbikus kérget (A32) és az infralimbikus kérget (A25). A felhasznalt allatokban az
egyes helyekre beadott palyajel6lé anyagok nem csorogtak ki ezekrdl a teriiletekrol.

Egy éllat esetében, amelybe a két palyajel6lé anyagot a hippokampuszba és a medialis
prefrontalis kéregbe adtuk be (3. egér), valamint 2 allat esetében, amelyekbe a két palyajel6lé
anyagot a medialis szeptumba és a medialis prefrontalis kéregbe adtuk be (4-5. egér), négyes
fluoreszcens festést végeztiink el a kétféle palyajelold anyagon kiviil szerotoninra és vGluT3-
ra is. A képalkotas egy Nikon A1R konfokalis mikroszképpal tortént, 2 pum-enkent
készitettlink konfokalis képet mind a négy gerjesztési tartomanyban. A retrograd mddon
visszajel616dott (FG- vagy KTB-pozitiv) sejtek megszamlalasa, majd ezek neurokémiai
azonositasa (szerotonin- vagy vGluT3-pozitiv) a NIS-Elements program segitsegével tortént.
Hogy csokkentsiik a sejtek eltérd méretébdl szarmazo torzitast, az egyes sejttipusok aranyaira
elvégeztilk az Abercrombie-féle korrekciét (Abercrombie 1946).

Két-két allat esetében, amelyekbe a két palyajelolé anyagot a hippokampuszba és a
medialis prefrontalis kéregbe (6-7. eger), illetve a medialis szeptumba és a medialis
prefrontalis kéregbe adtuk be (8-9. egér), kett6s fluoreszcens festést végeztiink el a kétféle
palyajelold anyagokra. Az 50 pm vastag, MRR-t tartalmaz6 kozépagyi metszetekrdl a
képelkotas egy Olympus FluoView 300 konfokalis mikroszkdp segitségevel tértent; minden
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egyes metszet esetében 5 pm-enkeént keszitettlink konfokalis keépet mindkét gerjesztési
tartomanyban. A visszajel6lodott sejtek megszamlaldsa Adobe Photoshop program
segitségével tortént.

Mindegyik kisérletben a MRR-n bell kilon vizsgaltuk a MR és a PMR tertileteket, a
hatarok megéllapitasa sztereotaxias atlasszal (Paxinos & Franklin, 4. kiadas) tortént. A
mérések sordn nem talaltunk eltéréseket a sejtek ardnyaiban a két teriilet kdzott, leszamitva,

hogy a MR-ban joval nagyobb volt az altalunk vizsgalt sejttipusok siiriisége.

EREDMENYEK

A harom vetité idegsejttipus szama és egymashoz viszonyitott ardnya a MRR-ban
Kvantitativ sztereologiai modszerek segitsegével, két egér adatai alapjan azt talaltuk,
hogy a MR-ban éatlagosan korulbelll 4900 vetité idegsejt talalhatd, valamint, hogy ezen
sejteknek korulbelll 80%-a tartalmaz vGluT3-at (szerotoninnal vagy anélkil), mig 20%-a
csak szerotonint (vGIuT3 nélkil; 2. abra). Megallapithatjuk tehat, hogy a MRR harom f6
vetitd sejttipusanak legnagyobb része alkalmas glutamaterg jelatvitel létrehozédséra. Az

eredményekrél a 2. tblazat nyujt részletes attekintést.

A MRR-ban talalhato, kiilonboz6 célteriiletekre vetité idegsejtek szerotonerg és
glutamaterg természete

Miutan meghataroztuk a harom fé vetit sejttipus szamat és aranyat a MRR-ban,
megvizsgaltuk, hogy a vGluT3 tartalom mennyire jellemzd a kiilonb6zd eldagyi teriiletekre
vetitd sejtek esetében, hiszen a harom sejttipus nem feltétleniil vetit a mag minden
célterliletére egyforma aranyban. Fontos tehat latnunk, hogy MRR mely célteriletein
valosulhat meg jelentés mértékben a gyors serkenté glutamaterg jelatvitel. A MRR MR és
PMR alrégioit kiilon vizsgaltuk, &m a harom neurokémiailag kiilonb6zd sejt ardnyat tekintve
nem talaltunk kilonbséget, igy az adatokat a teljes MRR-ra vonatkoztatva tintetjik fel.

A hippokampusz és a medialis szeptum esetében patkanyon mar korabban is végeztek
hasonlo vizsgalatokat (Jackson et al. 2009), igy a hippokampusz esetében 1 (3. egér), mig a
medialis szeptum esetében 2 egéren (4-5. eger) végeztiik el a méréseinket, melyek eredményei
Iényegében megegyeznek az emlitett kisérletével: a hippokampuszbol visszajel516dott sejtek

80%-a volt pozitiv vGluT3-ra, mig 8%-a csak szerotoninra (3. abra);

24



2. dbra: DAPI, vezikularis glutamat transzporter 3 (vGIuT3) és szerotonin jel6lés a median rapheban

(MR). A sztereol6giai mérés soran a DAPI-val egyértelmilen megjeldlt sejtmagokat (A) szamoltuk

meg a méré kockdkban, majd ezeket a sejteket vGluT3 (B), illetve szerotonin (C) tartalom szerint

osztalyoztuk. A tele nyillal megjel6lt sejt kettésen pozitiv, mig a nyilheggyel megjel6lt csak vGIuT3-

ra, az iires nyillal megjeldlt pedig csak szerotoninra pozitiv. A kettdsen negativ sejtmagok gliasejtek,

esetleg mas neurokémiai tulajdonsagl idegsejtek. A D abra egyszerre mutatja a haromféle jeldlést.
Skala: 20 pm.

ugyanezek az értékek a medidlis szeptumbodl visszajel6lddott sejtek esetében atlagosan
kordlbelil 61%, illetve 12% (4. &bra). A MRR-bol a medialis prefrontalis kéregbe vetitd
sejtek neurokemiai tulajdonsagait eddig meg nem vizsgaltak. Harom allat (3-5. egér) adatai
alapjan azt talaltuk, hogy a medialis prefrontalis kéregbdl visszajel6lddott sejteknek atlagosan

korllbelil 71%-a tartalmaz vGluT3-at, mig 16%-a csak szerotonint (3-4. abra). Az
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eredményekrél a 3. tablazat nyuajt részletes attekintést. Megéllapithatjuk tehat, hogy a MRR-
bol az emlitett eldagyi célteriiletekre vetitdé idegsejteknek jelentds hdnyada tartalmaz

glutamaterg ingeriletatvitelre alkalmas vGIuT3-at.

2. tablazat: A sztereoldgiai mérés eredményei. A tablazatban feltlintettik az egyes allatokban a
mintavételezési helyek szamat és az ezekben megszamolt 6sszes sejt, illetve a harom 6 vetitd
idegsejttipus  (szerotonerg és/vagy glutamaterg sejtek) mintavételezési szdmat (Q). Ezekbdl az
adatokbol az optikai frakcionator modszer segitségével megtudhatjuk ezeknek a sejteknek a szamat
(N) a median rapheban (MR). Feltiintettiik a harom vetité sejttipus egymashoz viszonyitott aranyat
is. vGIuT3: vezikularis glutamat transzporter 3, 5-HT: szerotonin.

Allat 1. egér 2. egér
Mintavételezési helyek szdma 128 141
Az 6sszes mintavételezett sejt 210 217
(DAPI-val jel6lt sejtmagok) szama (Q)
Mintavételezett sejtek szdma (Q) 12 8
a vGIuT3+ és 5-HT+ kettdsen pozitiv sejttipusbol
Mintavételezett sejtek szdma (Q) a csak vGIuT3+

o , 29 29
sejttipusbol
Mintavételezett sejtek szdma (Q) a csak 5-HT+ sejttipusbol 13 7
Az 0sszes sejt szdma a MR-ban (N) 20470 22291
Az Osszes vetitd sejt szama a MR-ban (N) 5264 4520
VGIUT3+ és 5-HT+ sejtek szama a MR-ban (N) 1170 | 22% | 822 | 18%
Csak vGIuT3+ sejtek szdma és aranya a MR-ban (N) 2827 | 54% | 2979 | 66%
Csak 5-HT+ sejtek szama a MR-ban (N) 1267 | 24% | 719 | 16%

A MRR-ban talilhaté idegsejtek egyidejiileg vetithetnek a hippokampuszba és a
medialis prefrontalis kéregbe
Amennyiben a MRR glutamaterg sejtjei képesek lehetnek kollateralisok segitségével

egyidejiileg tobb eldagyi terlilet beidegzésére, Ugy a MRR ezen agyteriiletek
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szinkronizaciojan keresztul képes lehet a kérgi halozati aktivitds gyors és hatékony
modulécidjara. A hippokampusz és a medialis szeptum kettds beidegzését patkanyban
kordbban mar vizsgaltak (McKenna & Vertes 2001), igy ilyenfajta kett6s visszajelolést nem
veégeztink, azonban a hippokampusz-medidlis prefrontalis kéreg és a medialis szeptum-
medidlis prefrontalis kéreg kettds vetités lehetdsége még ismeretlen. Harom allat esetében
FG-ot adtunk be a medidlis prefrontélis kéregbe a bal agyféltekében és KTB-et a bal oldali
hippokampuszba (3. és 6-7. egér), hogy megtudjuk, a MRR sejtjei vetithetnek e mindkét
eldagyi teriiletre. Ez a modszer tobb ok miatt is a kettdsen vetitd neuronok szamanak
alulbecsléséhez vezet: (1) a célteriiletek teljes elarasztasa a palyajelold anyagokkal nem
lehetséges anélkil, hogy azok ne csorogjanak ki méas szomszédos terlletekre, amit
mindenképpen elkeriltiink és (2) a MRR-bdl érkezé rostok nem feltétleniil halozzak be a
teljes célteriiletet, igy a palyajelold anyagok beadasi helyén sem feltétlentil talalhatoak meg.
Figyelembe véve a mddszer e jellemzbit, illetve azt, hogy a célteriiletek mekkora hanyadat
arasztottuk el a palyajelold anyagokkal, a visszajelolodott sejtek jelentds hanyada vetitett
mindkét célteriiletre: atlagosan a hippokampuszt beidegzé sejteknek legalabb 10%-a beidegzi
a medidlis prefrontalis kérget is, mig a medialis prefrontalis kérget beidegzé sejteknek
legaldbb 6%-a beidegzi a hippokampuszt is. Egy éallat esetében a MRR-n a palyajel6lé
anyagok mellett szerotoninra és vGIluT3-ra is immunfluoreszcens festést végeztiink el, igy
ezeket a kettdsen vetitd sejteket neurokémiailag azonositottuk is. Azt talaltuk, hogy a kettdsen
vetitd sejteknek tobb mint 90%-a pozitiv vGluT3-ra és ezeknek legnagyobb része

szerotoninra is pozitiv (3. abra). Az eredményekrol a 4. tablazat ny(jt részletes attekintést.

A MRR-ban talilhaté idegsejtek egyidejiileg vetithetnek a medialis szeptumba és a
medialis prefrontalis kéregbe

Négy allat esetében FG-ot adtunk be a medialis prefrontalis kéregbe mindkét
agyfeltekében és KTB-et a medidlis szeptumba (4-5. és 8-9. egér), hogy megtudjuk, a MRR
sejtjei vetithetnek e mindkét eldagyi teriiletre. Azt taldltuk, hogy atlagosan a medialis
szeptumot beidegz0 sejteknek legalabb 9%-a beidegzi a medialis prefrontalis kérget is, mig a
medialis prefrontalis kérget beidegz6 sejteknek legaldbb 10%-a beidegzi a hippokampuszt is.

Két allat eseteben (4-5. egér) ezeket a vetitd sejteket neurokémiailag azonositottuk is.
Azt talaltuk, hogy a kettOsen vetit sejteknek atlagosan koriilbeliil 80%-a pozitiv vGIuT3-ra
és ezeknek korulbellil a harmada szerotoninra is pozitiv (4. abra). Az eredményekrol az 5.

tablazat nyujt részletes attekintést.
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3. &bra: A median raphe régio (MRR) hippokampuszba, illetve medialis prefrontalis kéregbe vetitd
idegsejtjeinek neurokémiai azonositdsa. A MRR-ban talalhato idegsejtek egyidejilleg vetithetnek a
hippokampuszba és a medidlis prefrontalis kéregbe. A1-2: A palyajelolé anyagok beadasi helyei az
eldagyi teriileteken. A kolera toxin B alegység (KTB) beadasi helye az egyik oldali hippokampuszban
(AL), illetve a Fluoro-Gold (FG) beadasi helye az egyik oldali medialis prefrontalis kéregben (A2).
CAl, CAS3: a hippokampusz teruletei; DG: gyrus dentatus; A24a, A25, A32: a medidlis prefrontélis
kéreg alrégidi. Skala: 200 um. B1-4: Konfokalis mikroszkopos felvételek egyazon MRR-rél,
kiilonb6z6, a jeloléseknek megfeleld gerjesztési tartomanyokban. A piros sejtek (Bl) a
hippokampuszba, mig a z6ld sejtek (B2) a medialis prefrontalis kéregbe vetitenek. A sarga sejtek (B3)
szerotonint, mig a kék sejtek (B4) vezikularis glutamat transzporter 3-at (vGIluT3) tartalmaznak. A C
terillet a B1 képen a C1-4 kinagyitott képek helyzetét mutatja. MR: median raphe; PMR: paramedian
raphe. Skala: 100 um. C1-4: Nagyobb nagyitason készilt, konfokalis mikroszkopos felvételek a MRR
egyazon sejtcsoportjarol, a kiilonbozoé gerjesztési tartomanyokban. A nyilhegy egy a hippokampuszba
vetité (C1), csak szerotonin tartalmi (C3) sejtet jeldl. Az ures nyil egy a medialis prefrontalis kéregbe
vetité (C2), szerotonint és vGluT3-at (C4) is tartalmazo sejtre mutat. A tele nyillal megjeldlt sejtek
mindkét eldagyi terlletre vetitenek, a fels6 sejt szerotonint és vGIuT3-at is, mig az also sejt csak
vGluT3-at tartalmaz. Skala: 30 pum.
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3. téblazat: A kiilonboz6 elbagyi teriiletekre vetité idegsejtek szerotonerg és glutamaterg
természete a median raphe régioban (MRR). A téblazatban feltlintettlik, hogy a MRR hérom
kiilonb6zd eldagyi célteriiletérdl retrograd modon visszajelolddott idegsejtek milyen aranyban
tartalmaznak szerotonint (5-HT), illetve vezikularis glutamat transzporter 3-at (vGIuT3).

Vissza- A kiilonb6z6 neurokémiai tulajdonsagt
El6agyi i jeldlédott visszajel616dott sejtek aranya a MRR-ban
e Allat . . jeloletlen
celterlet sejtek szadma yGIuT3+ csak csak (VGIuT3-
aMRR-ban | és5-HT+ | vGIuT3+ | 5-HT+ és 5-HT-)
hippokampusz 3. egér 391 49% 31% 8% 12%
medialis 4. egér 850 19% 34% 13% 34%
szeptum 5. egér 710 22% 47% 10% 21%
medialis 3. egér 506 32% 38% 21% 9%
prefrontalis 4. eger 555 24% 45% 16% 15%
kéreg 5. egér 334 29% 46% 10% 15%

4. tdblazat: A hippokampuszba és a medialis prefrontalis kéregbe egyidejlileg vetit idegsejtek
aranya a median raphe régiéban (MRR), valamint ezen sejtek neurokémiai tulajdonsagai. A
tablazatban feltiintettiik, hogy az elbagyi célteriileteknek mekkora hanyadat arasztottuk el a
retrograd palyajelolé anyagokkal. Ezenkiviil lathatd a kettdsen vetitd sejtek aranya, illetve azok
szerotonerg és glutamaterg természete is. vGIuT3: vezikularis glutaméat transzporter 3, 5-HT:

szerotonin.
Allat 6. egér | 7.egér | 3. egér
A teljes, bal oldali hlrppo.ka.r_nE)usz azon hanyada, 11% 1206 13%
amelyet elarasztott a beadott palyajel6ld anyag
A’ teljes bal ol(’jall medialis pre,fron.tal_!s” kéreg azon 896 9% 13%
hanyada, amelyet elarasztott a beadott palyajel6l6 anyag
A hippokampuszt beidegzd sejteknek azon hanyada,| 9/166| 11/96( 46/391
amely egyidejiileg beidegzi a medialis prefrontalis kérget is (5,4%) | (11,5%) | (11,9%)
A medialis  prefrontalis kérget beidegzé sejteknek | 9/156| 11/304| 46/506
azon hanyada, amely egyidejlileg beidegzi a hippokampusztis | (5,8%)| (3,6%)| (8,7%)
VGIuT3+ és 5-HT+ - - 71%
A kiilonb6z6 neurokémiai tulajdonsagu | csak vGIuT3+ - - 20%
kettdsen vetitd sejtek ardnya az 0Osszes |csak 5-HT+ - - 9%
kettdsen vetitd sejt kozott a MRR-ban jeloletlen (VGIUT3-
A - - 0%
és 5-HT-)
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5. tAblazat: A medialis szeptumba és a medialis prefrontélis kéregbe egyidejiileg vetité idegsejtek
ardnya a median raphe régiéban (MRR), valamint ezen sejtek neurokémiai tulajdonsagai. A
tablazatban feltiintettilk, hogy az elbagyi célteriileteknek mekkora hanyadat arasztottuk el a
retrograd palyajelolé anyagokkal. Ezenkiviil lathatd a kettdsen vetitd sejtek aranya, illetve azok
szerotonerg és glutamaterg természete is. vGIuT3: vezikularis glutaméat transzporter 3, 5-HT:
szerotonin.

Allat 8.egér | 9.egér | 4.egér | 5. egér

A teljes medidlis szeptum azon hanyada, amelyet
elarasztott a beadott palyajel6l6 anyag

A teljes bilaterdlis medialis prefrontalis kéreg
azon hényada, amelyet elarasztott 21% 24% 17% 21%
a beadott palyajelolé anyag

A medidlis szeptumot beidegzd sejteknek azon
hanyada, amely egyidejiileg beidegzi
a medidlis prefrontélis kérget is

A medidlis prefrontalis kérget beidegzd sejteknek
azon hanyada, amely egyidejileg beidegzi
a medidlis szeptumot is

16% 11% 23% 9%

23/395| 30/319| 91/850| 64/710
(5,8%) | (9,4%) | (10,9%)| (9,2%)

23/686 | 30/1050 | 91/555| 64/334
(3,4%) | (2,9%) | (16,0%) | (18,6%)

A kiillonbéz8 neurokémiai | VOIUT3+ és 5-HT+ - - 32% 371%
tulajdonsagu kettésen vetit6 [ csak vGIuT3+ - - 35% 55%
sejtek aranya az 0sszes|csak 5-HT+ - - 15% 5%
kettésen vetitd sejt kozott [Ga15

jeloletlen (vGIUT3- i i 0 0
a MRR-ban és 5_HT_) 18% 3%

MEGBESZELES ES OSSZEFOGLALAS

F6 eredményeink tehat a kovetkezdk: (1) a MRR harom {6 vetitd sejttipusanak, a
szerotonerg, glutamaterg vagy az ezekre kettdsen pozitiv idegsejteknek igen nagy hanyada
tartalmazza a glutamaterg jelatvitelhez sziikséges vGluT3-at, (2) a MRR kiilonb6z6 eléagyi
célteriileteire vetit6 idegsejtjeinek szintén jelentés hanyada glutamaterg és (3) a MRR-ban
nagy szamban taldlhatok olyan idegsejtek, melyek egyidejlileg tobb eldagyi teriiletre is

vetitenek és ezeknek is jelentds hadnyada tartalmaz vGluT3-at.
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4. dbra: A median raphe régié (MRR) medidlis szeptumba, illetve medidlis prefrontélis kéregbe
vetitd idegsejtjeinek neurokémiai azonositasa. A MRR-ban talalhato idegsejtek egyidejlleg
vetithetnek a medialis szeptumba és a medidlis prefrontalis kéregbe. A1-2: A pélyajel616 anyagok
beadasi helyei az eldagyi teriileteken. A kolera toxin B alegység (KTB) beadasi helye a medialis
szeptumban (A1), illetve a Fluoro-Gold (FG) beadasi helye a medidlis prefrontalis kéregben (A2).
MS: mediélis szeptum; VDB: Broca-féle diagonalis koteg; SHi: szepto-hippokampalis mag; LSI:
lateralis szeptum; A24a, A24b, A25: a medialis prefrontalis kéreg alrégioi. Skala: 200 um. B1-4:
Konfokalis mikroszképos felvételek egyazon MRR-rol, kiilonbozd, a jeloléseknek megfeleld
gerjesztési tartomanyokban. A piros sejtek (B1) a medidlis szeptumba, mig a zold sejtek (B2) a
medialis prefrontalis kéregbe vetitenek. A sarga sejtek (B3) szerotonint, mig a kék sejtek (B4)
vezikularis glutamat transzporter 3-at (vGIuT3) tartalmaznak. A C terilet a B1 képen a C1-4
kinagyitott képek helyzetét mutatja. MR: median raphe; PMR: paramedian raphe. Skala: 100 pum.
C1-4: Nagyobb nagyitason készilt, konfokalis mikroszkdpos felvételek a MRR egyazon
sejtcsoportjarol, a kiillonbozd gerjesztési tartomanyokban. A nyilhegyekkel megjelolt sejtek
vetitenek a medialis szeptumba (C1), az alsé sejt csak szerotonint (C3), mig a felsd sejt csak
vGluT3-at (C4) tartalmaz. Az lres nyilakkal megjelolt sejtek vetitenek a medialis prefrontalis
kéregbe (C2), mindkét sejt csak vGluT3-at tartalmaz. A tele nyillal megjeldlt sejtek mindkeét
eléagyi teriiletre vetitenek, a felsd sejt szerotonint és vGIuT3-at is, mig az also sejt csak vGluT3-at
tartalmaz. Skala: 30 pum.
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Sokaig ugy gondoltdk, hogy a MRR is egyike azoknak a kdzépagyi monoaminerg
magcsoportoknak, melyek 6 szerepe a kérgi haldzatok lassu és tonusos modulacidja, foként
masodlagos hirvivoket aktivald metabotrop receptorokon kersztiil. Bar a MRR sejtjeinek igen
nagy hanyada tartalmaz szerotonint és emellett tobb eldagyi teriileten a MRR-bol eredd
termindlisok és a szerotonin megfestése hasonl6 jeldlési mintazatot eredményez (Freund et al.
1990), egyre inkabb nyilvanvaléva valt, hogy a MRR felszallo palyarendszerének létezik egy
nem szerotonerg komponense is (Acsady et al. 1996; Aznar et al. 2004). Miutan a MRR-ban
is leirtdk a vezikularis glutamat transzporterek 3-mas tipusat (vGIuT3; Fremeau et al. 2002;
Gras et al. 2002), Kkidertlt, hogy a hippokampuszban talalhaté vGIluT3-pozitiv
termindlisoknak egy része szerotonin-tartalmu (Somogyi et al. 2004). Csak néhéany évvel
késdbb mutattak meg ténylegesen, hogy a MRR-bol a hippokampuszba vagy a medialis
szeptumba vetitd sejteknek jelentdés hanyada tartalmaz vGluT3-at (Jackson et al. 2009),
valamint bebizonyitottak, hogy ezek a vGIuT3-pozitiv sejtek képesek bizonyos hippokmapalis
GABAerg interneuronok glutamaterg serkentésére (Varga et al. 2009). Az emlitett
vizsgalatok mindegyikét patkanyon végezték el, majd egérben is Kkimutattdk, hogy a
hippokampuszban, valamint a prefrontalis kéregben a szerotonerg terminalisoknak mintegy
fele tartalmaz vGIuT3-at (Amilhon et al. 2010). Munkacsoportunkban korabban
megmutattuk, hogy egérben a hippokampuszban, a mediélis szeptumban és a prefrontélis
kéregben a MRR altal adott szinapszisok jelentds hanyada tartalmaz NMDA-tipusu glutamat
receptorokat (Szényi et al. 2014) amely a glutamaterg transzmisszio altalanos meglétének
fontos bizonyitéka.

Azonban ezel6tt még nem vizsgaltak a MRR kiilonbozé sejttipusainak a szamat
kvantitativ mddon. Jelen munkamban sztereoldgiai modszereket alkalmazva megmutattam,
hogy a MRR harom f6 vetitd sejttipusdnak, a szerotonerg, glutamaterg vagy az ezekre
kett6sen pozitiv idegsejteknek a legnagyobb része tartalmaz vGluT3-at. Ez elsdsorban utal a
MRR altal megvalositott gyors serkentd glutamaterg transzmisszio jelentdségére, valamint 0j
megvilagitasba helyezheti a mag bels6 neuronalis koreinek a szervezddését is. Bar a
sztereoldgiai mddszerek torzitdsa minimalis, a megfeleld pontossaghoz kellden nagy
mintavételezés sziikséges. Ennek megfeleléen a meglévo két allat mellé tovabbi 4 allat mérése
van folyamatban, amely segiti azt is, hogy az allatok kdzotti biologiai variabilitast jobban
megertsik.

Ezt kovetéen bebizonyitottuk, hogy a MRR-ban mind a harom emlitett célteriletre

vetitd sejtnek jelentés hanyada tartalmaz vGluT3-at, amely ramutat arra, hogy a
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hippokampuszon kivil a medialis szeptumban és a medialis prefrontéalis kéregben is nagy
jelentdsége lehet a MRR altal adott gyors s preciz glutamaterg serkentésnek.

Ezenkiviil els6ként mutattuk meg, hogy egérben a MRR sejtjeinek jelentds hanyada
képes a hippokampusz és a medialis prefrontalis kéreg, valamint a medialis szeptum és a
medialis prefrontalis kéreg egyidejii beidegzésére, illetve hogy ezeknek a sejteknek jelentds
hanyada tartalmaz vGluT3-at. Ezen eredményeink ramutatnak arra, hogy a MRR az el6agyi

GABAerg interneuronok serkentésével foként glutamaterg jelatvitelen keresztil fontos

szerepet jatszhat ezen agytertletek szinkronizalasaban (5. abra).

MRR = MPK

vGlut3 ~ 50%
kettés ~ 33%

} 83%
MRR = HIPP

vGlut3 ~ 35%

\_/ kettés ~ 56%
HIPP

}91%

\ MRR
vGlut3 ~ 60% } 5
kotts ~20% J 0%

MRR = MS MS

vGIut3 ~ 56%
Nouthe 250, § 84%

5. &bra: Legfontosabb eredményeim sematikus &brazoldsa. A median raphe régioban (MRR)

feltlintettiik a szerotonerg, glutamaterg és kettGsen pozitiv sejtek egymashoz viszonyitott aranyat,

melybdl kitiinik a MRR glutamaterg tulajdonsaganak jelentdsége. Hasonlo aranyokat lathatunk, ha a

harom sejttipus egymashoz viszonyitott aranyat a MRR kiilonb6z6 elagyi célteriileteire vetitd sejtek

korében tlntetjuk fel. HIPP: hippokampusz; MS: mediélis szeptum; MPK: mediélis prefrontalis kéreg;
vGIuT3: vezikuléris glutamat transzporter 3; 5HT: szerotonin.

Osszefoglalva tehat eredményeink azt mutatjdk, hogy a MRR, szerotonerg
moduldcidjan tal, képes lehet egy szertedgazd és jelent6s glutamaterg jelatvitel
megvaldsitasara. Lattuk, hogy a glutamaterg jelatvitelre alkalmas sejtek szama joval
meghaladja a kizardélag szerotonerg transszmissziéra képes sejtekét a MRR-ban. Tovabba
kimutattuk, hogy a glutamaterg jelatvitel tulstlya igaz a mag kilonb6z6 eléagyi célteriileteire
is, azaz a hippokampuszon és a medialis szeptumon tul a prefrontalis kéregre is, valamint,
hogy glutamaterg kettdsen vetitd sejteken keresztiil a MRR szerepet jatszhat ezen eldagyi

terliletek szinkron aktivitasanak fenntartasaban. igy a MRR igen hatékony és kifinomult
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modon szabalyozhatja a kérgi halozati aktivitdst, melyben a modulétoros lasst hatasd
szerotonin mellett a gyors serkentd hatast glutamatnak is kulcs szerep jut.

Az agykérgi, illetve mas elagyi teriiletek Osszehangolt aktivitdsa fontos eleme az
emldsagy mikodésének, kivaltképp a tanulasi és memoriafolyamatokban, dontéshozatalban.
Eléagyi kapcsolatrendszerlik révén a kiilonb6z6 agytorzsi teriiletek, igy a MRR is szerepet
jatszik ezen kérgi neuronhal6zatok szabalyozasaban. Azonban a MRR ezen funkcidja
megvalosulhat egy gyors serkentd jelatvitelen keresztiil, igy szerepet kaphat a halozati
aktivitds masodpercek alatt térténé megvaltoztatisaban, ezen keresztiil pedig a rugalmas
viselkedés kialakitasédban. Ez a tény szamos Uj kérdést vet fel és kdzelebb vihet bennilinket a
MRR, illetve a teljes szerotonerg rendszer tovabbi funkcidinak és neuropszichitriai

betegségekben betdltott szerepének megeértéséhez.
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