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BEVEZETES

Az emberi agykéreg a legbonyolultabbnak tartott é16 struktira. A magasabb rendl
kognitiv funkcidkat, mint példaul a beszéd, az asszociativ gondolkodas, a memoria és az
¢érzelmek kialakulasa az agykéreg 90%-at kitevé neokortex irdnyitja. Az idegrendszert alkotod
idegszovet fo sejttipusai a gliak és az idegsejtek. A morfologiailag és funkciondlisan erdsen
polarizalt neuronok ingerfelvételre és idegi ingeriiletek vezetésére specializalodtak. Az
agykérgi informacidfeldolgozas alapvetéen két f6 idegsejt tipus, a piramissejtek ¢&s
interneuronok térben és idoben dsszehangolt mikodése révén valosul meg. A piramissejtek az
agykéreg rétegeibdl osszegylijtve integraljak az idegi informéciot €s a kéreg kimeneteit adjak,
mikdzben a mikddésiikben és szinaptikus kapcsolataikban heterogén interneuronok
szabalyozzék a piramissejtek aktivitasat.

A lassan évszazados multra visszatekintd neuron osztdlyozas kérdéskore napjainkig
intenziven kutatott teriilet. A neurohisztologia atyjanak tekintett Ramon y Cajal kiilonb6z6
emlds fajokban, koztiik emberben tanulményozta a kérgi haldzat felépitését és az idegsejtek
finom anatémiai szerkezetét. Szamos idegsejt tipust nevezett el és jellemzett morfologiailag.
Rendszerezésének alapja a dendrit- és az axonfa alakja és elhelyezkedése volt, amely a mai
napig az egyik legfébb kiinduldpont a neuronok osztalyozasa sordn. A tudomanyos médszerek
fejlodésével azonban ujabb megkozelitések is kezdtek eldtérbe keriilni. A kiilonb6zé neuron
tipusok jellegzetes elektromos tulajdonsagaik és molekularis profiljuk alapjan szintén jol
definidlhatok. Az egymassal atfedést mutatdo morfologiai, fiziologiai és molekularis csoportok
funkciondlisan is vizsgalhato, jol elkiilonithetd osztalyokat alkotnak. Ennek kovetkeztében az
egyes modszereket egyre ritkadbban hasznaljak onmagukban, hiszen pontosabb képet csak a
morfologiai és elektrofizioldgiai tulajdonsagok, illetve a molekularis, azaz fehérje- vagy
génexpresszios mintazatok kombindlt vizsgélata adhat.

Az emberi agymilkddés megértésének egyik alapvetd mérfoldkove az agykérgi idegse;jt
tipusok és a koztiik 1év6 haldzati kapcsolatok feltérképezése. Azonban annak ellenére, hogy
egyre tobbet tudunk az emberi agykéreg egyediilallo felépitésérol €s a sejtek kozti szinaptikus
kapcsolatokrol, mas emlds fajokhoz képest még mindig joval kevesebb ismerettel
rendelkeziink. A mai napig az emberi agy milkddésének tanulmanyozasdhoz leggyakrabban
hasznalt mddszerek, mint példaul az EEG (elektroenkefalografia) nem képesek a sejtszintii
felbontasra. A hisztologiai vizsgalatok pedig a legtobb esetben post mortem mintakon

torténnek, amelyekben igen korlatozott a szubcelluldris struktardk tanulményozasanak



lehetdsége, azok halalt kovetd gyors karosodasa miatt. Mindezek kovetkeztében a mai napig is
csak nagyon csekély informacio all rendelkezésiinkre a human agykérget alkotd egyedi
idegsejtek ¢s az altaluk kialakitott halozatok miikodésérdl. A legtdbb tanulmanyban az emberi
agymukodés modellezéséhez ragcesalé modellallatokat hasznalnak annak ellenére, hogy
napjainkra egyre novekvd szamu tanulmany bizonyitja a két faj kozti jelentds neurondlis
kiilonbségeket szinaptikus, celluldris €s halézati szinten egyarant. Ennek fényében egyre
vilagosabba valik, hogy az emberi tudat megértéséhez vezetd ut egyik kritikus 1épése a human

agykérget felépitd idegsejt tipusok €s a koztiik 1€vo haldzati kapcsolatok megismerése lehet.

CELKITUZESEK

Az agykérgi idegsejt tipusok és a koztiik 1évd haldzati kapcesolatok feltérképezése
alapvetd fontossagu az egyediilalloan magasszintli emberi agymiikodés megértéséhez.
Az agykérgi sejthaldzatokrdl szarmazd pontosabb ismereteink azonban tilnyomorészt
ragcsalokon, macskan és foemldsokon veégzett kisérletekbdl szarmaznak, igy a human
aspektusok napjainkig kevéssé ismertek. Doktori munkdm soran ezért a kovetkezd

célokat tuztuk ki:

1) Potencialisan uj humanspecifikus agykérgi neuron tipusok azonositasa.
2) Egy esetlegesen azonositott sejttipus részletes

- morfolégiai,

- molekularis,

- elektrofiziologiai és

- funkciondlis jellemzése.



MODSZEREK

Minden vizsgalat a Helsinki Nyilatkozat értelmében és a Szegedi Tudoméany Egyetem

Etikai Bizottsdganak engedélyével tortént.

Agyszelet készités

A human neokortikalis szeletek olyan betegek (n=32, kor: 4716 év) akut biopszias
szoveteibdl késziiltek, akiknél egy szubkortikdlis tumor vagy aneurizma sebészeti
megkdzelitéshez sziikségszerli volt eltdvolitani a bal vagy jobb oldali frontélis, parietalis vagy
temporalis kérgi teriiletek egy részét. A sebészileg eltavolitott szovetblokkokat a miitdben
azonnal jéghideg (3-8°C) magas szachardz tartalmi mesterséges agy-gerincveldi folyadékba
helyeztiik (85 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 1,25 mM NaH2PQO4, 25 mM NaHCOs3, 0,5 mM CaCly,
4 mM MgSOg4, 25 mM d(+)-gliikoz, 75 mM szachardz, 95% Oz-t és 5% CO»-t tartalmazo
gazeleggyel telitve) és a metszés végéig ebben tartottuk. A szdvetblokkbol vibralé pengéjii
mikrotémmal az agyfelszinre merdlegesen 350 um vastag szeleteket metszettiink. A szeleteket
a metszés sordn hasznalt oldatban 36°C-on inkubaltuk. 30 perc elteltével a magas szachar6z
tartalmu folyadékot fokozatosan lecseréltiik a kovetkezd 0Osszetételii szobahdmérsékleti
alacsony kalciumtartalmt mesterséges agy-gerincvel6i oldatra (130 mM NacCl, 3,5 mM KClI, 1
mM NaH2POs, 24 mM NaHCOs, 1 mM CaClz, 3 mM MgSO4, 10 mM d(+)-gliikoz, 95% Oo-t
és 5% COg-t tartalmaz6 gazeleggyel telitve).

Elektrofiziologia

Az elektrofiziologiai vizsgalatokhoz a szeleteket 36°C-os elvezetd kamréaba helyeztiik,
amelyen keresztiil mesterséges agy-gerincveldi folyadékot, elvezetd oldatot aramoltattunk. Az
elvezetd oldat annyiban kiilonbozott a tdroldshoz hasznalt oldattol, hogy az 3 mM CaClz-t és
1,5 mM MgSOs-t tartalmazott. Az elektrofiziologiai elvezetéseket whole-cell patch-clamp
technikaval végeztiik, egyszerre legfeljebb négy idegsejtbdl. A sejteket infravords differencial
interferencia kontraszt (DIC) videomikroszkopia segitségével vizualizaltuk 60-130 um-re a
szelet felszinét6l 40x-es vizimmerzios objektivvel. A mikropipettakat (5-7 MOhm) alacsony
kloridion tartalmt intracellularis oldattal (pH 7,25, 300 mOsm) toltottik meg. Az
elvezetésekhez a kovetkezd 0sszetételll intracelluléris oldatot hasznaltuk: 126 mM K-gliikonat,
4 mM KCI, 4 mM ATP-Mg, 0,3 mM GTP-Naz, 10 mM HEPES, 10 mM keratin-foszfat és 8

mM biocitin. Az elektrofiziologiai elvezetéseket Patchmaster szoftver segitségével aramzar
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iizemmodban végeztiik. A mért elektromos jeleket 8 kHz-en szrtiik, 16 kHz-en digitalizaltuk,
majd Fitmaster és Origin 7.5 szoftverek segitségével elemeztiik. A sejtek passziv elektromos
tulajdonsagait és tlizelési mintazatukat a sejtek nyugalmi membranpotencialjan mértiik &ramzar
iizemmodban két masodpercenként 800 ms-os négyszogimpulzust injektalva a sejtbe. A
négyszdgimpulzusok -100 pA-tél kezdddtek és 20 pA-rel ndvekedtek minden egyes
ismétléskor. Szinaptikus kapcsolatok vizsgélata sordn a preszinaptikus sejteket rovid 2-10 ms-
0s, 900 pA-es araminjekcioval stimulaltuk, hogy akcids potencialt valtsunk ki benniik. A
farmakoldgiai kisérletek soran valamennyi farmakont az elvezetd oldatban feloldva
extracellularisan alkalmaztunk és a farmakonmentes elvezeté oldattal megegyez6 modon
juttattunk be az elvezeté kamraba. Kisérleteinkben a kovetkezé farmakonokat hasznaltuk: 10
uM gabazin, 5 uM 1-(2,4-Dichlorophenyl)-5-(4-iodophenyl)-4-methyl-N-1-piperidinyl-1H-
pyrazole-3-carboxamide (AM251). Az egyes kisérletekre vonatkozo adatokat 20-100 mérés

értekének az atlagaval és szorasaval (SD) hataroztuk meg.

Tlizelési mintazat csoportositod analizis

Anatomiailag azonositott csipkebogyo (n=55) és nem-csipkebogyo sejtek (n=52)
tlizelési mintazatan 200 elektrofizioldgiai paraméter keriilt lemérésre. A mért paraméterek
koziil a tartovektor-gép (support vector machine, SVM) alkalmazasaval lett kivalasztva az a két
tulajdonsag, amelyek segitségével a legnagyobb mértékben szétvalaszthatova valt egymastol a
két vizsgalt csoport. A kivalasztott paraméterek a maximalis interspike-intervallum szoras és a

hiperpolarizacio altal kivaltott sag amplitado értékek lettek.

Impedancia profil mérés

Az impedancia profilokat az elektrofiziologiai elvezetések sordn exponencidlisan
novekvé frekvenciaji szinuszoid (0,2-200 Hz; 10 mp) aram injekcio segitségével hataroztuk
meg, amelyet a Patchmaster szoftverrel generaltunk. Az egyes sejtek impedancia profiljat (2)
minden egyes mérésnél meghataroztuk a fesziiltség valaszok gyors Fourier-
transzformaciojanak (FFT) ¢és a hozzatartoz6 parancsaram FFT komponensének
hanyadosaként. Az elvezetett sejtek anatomiai azonositdsat kovetden a kapott adatokat a
kovetkezd harom csoportba soroltuk: csipkebogyd sejtek, neurogliaform sejtek és ,,besorolatlan
interneuronok” csoportjaba. Az impedancia profilok statisztikai analiziséhez a kdvetkezd négy

értéket vettiik figyelembe: a legalacsonyabb frekvencian mért impedancia (Zo2Hz); & rezonancia

mértéke (Q, a maximalis impedancia érték és a 0,2 Hz-hez tartoz6 legalacsonyabb stimulaléd



frekvencian mért impedancia nagysaganak a hanyadosa) és a maximalis impedanciahoz tartozo

frekvencia értéke (fmax).

Két-foton kalcium imaging

Az elektrofizioldgiai elvezetések soran a csipkebogyo sejteket 40 uM Alexa Fluor 594
fluoreszcens festékkel, a posztszinaptikus piramissejteket pedig 100 uM Oregon Green 488
BAPTA-1 kalcium indikatorral jeloltiik, hogy detektalhatova tegyiik a piramissejt dendritekben
az intracelluldris Ca?*-dinamikat. A kisérletekhez egy 40x viz immerzids objektivvel (1.0 NA,
Zeiss) ellatott, modositott Zeiss LSM7 MP (Oberkochen, Germany) két-foton pasztazod
mikroszkdpot hasznaltunk. A 1ézerforrast egy Finesse4 pumpa lézerrel ellatott FemtoRose 100
TUN titan-zafir lézer szolgaltatta, ami 80 MHz-en 820 nm hullamhosszon 100 fs pulzust
bocsatott ki.

Egysejt reverz transzkripcio és digitalis polimeraz lancreakcié (dPCR)

Az elektrofizioldgiai elvezetések végén gyenge szivoerdt alkalmazva a neuronok
citoplazmajat folyamatos vizualis kontroll alatt az elvezetd mikropipettaba gyiijtottik. A
mikropipettak tartalmét (~1,5 pl) egy 0,5 pl SingleCellProtect™ oldatot tartalmazé PCR csSbe
juttattuk, hogy megakadalyozzuk a nukleinsav degradaciot és hogy biztositsuk a reverz
transzkripcidhoz sziikséges megfeleld koriilményeket. A mintdkat folyékony nitrogénben
fagyasztottuk és taroltuk. A reverz transzkripcid elinditdsakor a mintdkat 5 percen keresztiil
65°C-on inkubaltuk a kovetkezdket tartalmazd oldatban: 4 pl SingleCellProtect, 0,45 pl
TagMan proba, 0,45 pl 10 mM dNTPs, 1,5 ul 5X first-strand puffer, 0,45 ul 0,1 mol/L DTT,
0,45 pl RNase inhibitor és 100 U reverz transzkriptaz (Superscript III). Ezt kovetden 1 6ran
keresztiil 55°C-on inkubéltuk a mintdkat. A reakcio leallitdsdhoz 15 percre 75°C-ra
melegitettiik a mintdkat, amiket ezt kdvetden -20°C-on taroltunk a PCR amplifikécio
megkezdéséig. Ezt kovetden a reakcioelegyeket (7,5 pl) két részre osztottuk: 6 pl-t a vizsgalni
kivant gének, 1,5 pl-t pedig a TBP haztartasi gén felamplifikalasara hasznaltunk. A templat
cDNS-t, TagMan probat, OpenArray Digital PCR Master Mix-et és nukleaz-mentes vizet
tartalmazé oldatot egy 256 lyuku OpenArray lemezre vittiik fel. A minték feldolgozasa és az
adatok kiértékelése kutatocsoportunk egy korabbi publikacidjaban leirtak szerint tortént
(Farag6 és mtsai., 2013).



Hisztoldgia és haromdimenzios fénymikroszkdpos rekonstrukcid

A hisztologiai eljaras célja az elektrofizioldgiai elvezetések soran biocitinnel feltoltott
idegsejtek fény- ¢€s elektronmikroszkopos vizsgalatokra torténd elokészitése volt. Az
elektrofiziologiai kisérleteket kovetden a szeleteket legkevesebb 12 6ran keresztiil fixaltuk 4°C-
on 4% pararformaldehidet, 1,25% glutaraldehidet és 15% pikrinsavat tartalmazo6 0,1 M foszfat-
pufferoldatban (pH: 7,4). A szeleteket 0,1 M foszfat-pufferrel mostuk, majd 10%-o0s és 20%-0s
szachardzt tartalmazé 0,1 M foszfat-pufferbe helyeztiik. A szeleteket néhany masodpercre
folyékony nitrogén segitségével fagyasztottuk, majd ezt kdvetden 10%-o0s zselatinba agyaztuk,
végiil jéghideg foszfat-pufferben 60 um vastag szeletekre metszettiik Leica VT 1000S
mikrotommal. A metszeteket ezt kovetden Tris-puffer sdoldatban oldott (TBS, pH 7,4) avidin-
biotin-tormaperoxidaz komplexben (ABC, 1:100) inkubaltuk 4°C-on ¢jszakan at. Az
enzimreakcidhoz kromogénként 0,05%-os 3’3-diaminobenzidin tetrahidrokloridot (DAB),
oxidansként pedig 0,01%-0s H202-ot haszndltunk. A reakcio végeztével a DAB sotétbarna
csapadékként csapodott ki a biocitint tartalmazod sejtekben. A metszeteket 1%-0s OsOs-dal
utofixaltuk, majd 1%-0s uranil-acetattal kezeltiik, végiil felszallo alkoholsorral dehidraltuk és
epoxigyantaba (Durcupan) agyazva targylemezre helyeztiik.

A sejttipusokat a szakirodalomban leirt dendritikus és axondlis jellemzok alapjan
hataroztuk meg. A biocitinnel felt6ltott sejtek haromdimenzios rekonstrukcidjat a Neurolucida
rendszer és BX-60F (Olympus) fénymikroszkop segitségével végeztiik 100x-o0s olajimmerzios
objektivvel. A haromdimenzios rekonstrukciok kvantitativ analizisét NeuroExplorer program

segitségével végeztiik.

Immunhisztokémia

Az elektrofiziologiai kisérleteket kovetden a szeleteket 12 oran keresztiil fixaltuk 4%
pararformaldehidet tartalmazé 0,1 M foszfat-pufferoldatban (pH: 7,4). A szeletek 0,1 M
foszfat-pufferrel torténd atmosasat kovetden 10%-0s, majd 20%-os szachardzt tartalmazé 0,1
M fosztat-pufferbe keriiltek, majd néhany madasodpercre foly€kony nitrogén segitségével
fagyasztottuk. Ezt kovetden a szeleteket 10%-o0s zselatinba agyaztuk, végiil jéghideg foszfat-
pufferben 50 pm-es vastagsagii metszeteket készitettiink Leica VT 1000S mikrotommal. A
biocitinnel t6ltott idegsejteket Cy3-kapcsolt streptavidin (1:400, 2 6ra) TBS oldataval tettiik
lathatova. A szomat és az axon arborizaciot tartalmazo metszeteket blokkoltuk (20% normal 16
szérum), majd a kiilonbozo elsédleges antitestek 0,05%-0s NaNz-t tartalmazo TBS oldataban

inkubaltuk 72 6ran keresztiil 22°C-on. A metszetek TBS pufferel torténd atmosasat kdvetden



az immunreakciokat Alexa488- vagy CyS-kapcsolt masodlagos antitestekkel (1:500)
vizualizaltuk. Végiil a szeleteket Vectashield segitségével targylemezekre vittilk. Fotokat

konfokalis 1ézer pasztaz6é mikroszkdppal (LSM 880, Zeiss) készitettiink.

Elektronmikroszkdpia

Fénymikroszkoppal és elektrofiziologiai mérésekkel azonositott csipkebogyo ¢és
neurogliaform sejtek axon szakaszait kivagtuk a metszetiikb6l és atagyaztuk epoxigyanta
blokkokba. A kivagott metszetbdl ultramikrotémmal (RMC MTXL, Boeckler Instruments) 70
nm vastagsagu sorozatmetszeteket készitettiink, melyeket hartyésitott (Formvar), egylyuka
rézgridekre emeltiink. Az ultravékony metszeteket 8000 és 50000-szeres nagyitas kozott JEOL
JEM-1400Plus elektronmikroszkoppal vizsgaltuk 80 kV fesziiltségen, majd digitalis képeket
készitettink réluk CCD JEOL Ruby kameraval (8 megapixel). Az axonterminalisokrdl a

Reconstruct program segitségével késziilt hAromdimenzids rekonstrukcio.

Statisztikai elemzés

Eredményeinkben valamennyi értéknek az atlagat és szorasat (+ SD) adtuk meg,
feltiintetve a kiértékelésbe bevett mintdk szamat (n). A statisztikai teszteket az egyes kisérletek
kortiilményeivel 6sszhangban hataroztuk meg (Real Statistics Data Analysis Tools, www.real-
statistics.com). A normalités tesztelését (Shapiro-Wilk teszt, Lilliefors proba) kovetden normal
eloszlast mintaknal paros vagy paratlan t-probat, nem normal eloszlas esetén pedig nem
parametrikus teszteket (Mann-Whitney teszt, Wilcoxon Signed Ranked teszt) hasznaltunk.
Kettonél tobb minta esetén varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk, Bonferroni

korrekcioval. Az eredményeket p<0,05 érték esetén tekintettiik szignifikansnak.



EREDMENYEK

Egy Uj human agykérgi interneuron tipus azonositasa

Kutatocsoportunk adatbdzisdban megtalalhatd tobb szaz human idegsejt morfologidjat
megvizsgalva, kategorizalva sikeresen azonositottunk mar ismert sejttipusokat, mint példaul a
neurogliaform sejteket és egy eddig ismeretlen elsO rétegi interneuron tipust is. Az 0j csoport
sejtjeit rosehip, azaz csipkebogyd sejteknek neveztiik el az axonokon lathatdé nagyméretii,
kerek, csipkebogyodra emlékeztetd boutonok és a shrli, kompakt, bokorszerli axon
arborizaciojuk utdn. Tudomasunk szerint mindeddig nem irtak le hasonlod fenotipussal
rendelkezd elsd rétegi agykérgi interneuron tipust. A csipkebogyo6 sejtek szomdja, illetve teljes
dendrit €s axon arborizédcidja szinte kizarolag az elsd rétegre korlatozodik. A szoman és a
proximalis dendriteken tiiskeszert filopodiumok figyelhetok meg. A csipkebogy6 sejtek axonja
altalaban a széma also6 oldalarol ered, majd egy nagyon siirli axon arborizaciot hoz 1étre a szoéma
koriil. A kanyarulatos axon kollateralisokon megjelend kerekded boutonok mérete egyediilallo

az altalunk vizsgalt els6 rétegi human interneuronok axontermindlisai kdzott.

A csipkebogy6 sejtek kvantitativ morfologiai jellemzése

Kvantitativ 6sszehasonlitast végeztiink haromdimenziosan rekonstrualt csipkebogyo
sejtek, elsé rétegi neurogliaform sejtek és 2/3. rétegi kosarsejtek axodendritikus paraméterei
kozott. A bouton méret és az elsérendli dendritek szdma szignifikdnsan kiilonbozott a
neurogliaform sejteknél mért értékektol. A csipkebogyo sejtek axonfelhdinek maximalis
vertikalis kiterjedése, teljes dendrit hossza és dendrit elagazddasainak gyakorisaga
szignifikdnsan kiillonbozott a kosarsejtek adataitdél. Tovabba, mindkét sejttipus értékeivel
Osszehasonlitva szignifikans kiilonbséget mutatott a csipkebogydsejtek boutonok kozti atlagos

tavolsaga, teljes axon hossza és az axonok maximalis horizontalis kiterjedése is.

A csipkebogy6 sejtek molekularis fenotipusanak meghatarozasa

Hogy feltérképezziik az Ujonnan azonositott csipkebogyd sejtek jellemz6 marker
molekulait, immunhisztokémiai kisérleteket végeztiink. Az elektrofiziologiai elvezetéseket
kovetden az idegsejteket streptavidin segitségével tettiikk lathatova. A csipkebogyo sejtek
kolecisztokinin immunpozitivitast mutattak, ugyanakkor CB1 kannabinoid receptor negativak
voltak. Tovabbda GABA-t és NR2F2 fehérjét expresszaltak, ellenben nem fejeztek ki
szomatosztatint, kalretinint, parvalbumint, NOS1-t, NPY-t, kalbindint, és kolin-
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acetiltranszferazt. Kisérleteinkkel egyidében a kutatocsoportunkkal kooperalo Allen Institute
for Brain Science kutatdi transzkriptom alapt sejttipus csoportositassal tiz GABAerg
interneuron tipust azonositottak a human agykéreg els6 rétegében. A csipkebogyd sejtek
immunhisztokémiai profiljat ratérképezve a transzkriptomikai osztalyokra, az egyik csoporttal
atfedd expresszids mintazatot mutatott: GAD1™ CCK™, de CNR1 SST CALB2 PVALB . Ezt
kovetden, hogy még nagyobb biztonsdggal Osszekothessiik a morfoldgiai és feltételezett
transzkriptomikai csipkebogy6 sejt csoportokat, tovabbi digitalis PCR kisérleteket végeztiink.
Egyedi csipkebogyd sejtek elektrofizioldgiai elvezetését kovetden begyiijtottik a sejtek
citoplazmajat, amelyekbOl tovabbi potencialis marker géneket vizsgaltunk. Eredményeink
visszaigazoltak a transzkripcios adatokat, amely szerint megegyeztek a két csoport sejtjeiben a

vizsgalt expresszalt €s nem expresszalt gének.

Intrinzik elektrofizioldgiai tulajdonsagok

Az anatdmiailag azonositott csipkebogyo sejtek elektrofiziologiai vizsgalata soran
kiilonb6z6 amplitidoja araminjekciokra kapott fesziiltségvalaszaban akcids potencial sorozatai
altal kialakitott tiizelési mintdzata jellemzden stuttering, azaz megszakitasokkal tiizelé vagy
szabalytalan tiizelési mintdzat volt. Reobazikus tlizelésiikre jellemzd, hogy az egymast rovid
id6 intervallummal kdveté akcids potencialokbol alld sorozatokat hosszabb, csendes szakaszok
véalasztjak el egymadstol, melyek alatt megfigyelhetd a membranpotencidl kiiszob alatti
oszcillacioja. Mind az akcids potencial sorozatokban, mind e kiiszob alatti oszcillaciokban a
béta és gamma frekvencia savok dominaltak. A kiiszob alatti membranpotencial oszcillaciok
atlagos teljesitménysiiriiség-spektruma 3,8 és 80 Hz kozott magasabb volt a csipkebogyd
sejtekben, mint a neurogliaform sejtekben és a besorolatlan elsé rétegi interneuronokban.
,,Besorolatlan interneuronok”-nak azokat az els6 rétegbdl elvezetett idegsejteket neveztiik,
melyek egyértelmiien sem neurogliaform, sem csipkebogyd sejt morfologiaval nem
rendelkeztek. A csipkebogyo sejtek interspike intervallum szorasa magasabb volt mind a
neurogliaform sejtek, mind pedig a besorolatlan interneuronok értékeihez hasonlitva. Az elsd
rétegi human interneuronok hiperpolarizalé aramimpulzusra adott fesziiltségvalasza soran
jellemz6 sag potencidl jelenik meg. Az anatdmiailag azonositott csipkebogyd sejteknél mért
sag potencial amplitidoja meghaladta a neurogliaform sejteknél és a besorolatlan
interneuronoknal mért amplitado értékeket is. A csipkebogyo sejtek bemeneti ellenéllasa és
id6allandoja szignifikansan kiilonbozott a besorolatlan interneuronok értékeihez hasonlitva. Az

anatémiailag azonositott csipkebogyo sejtek mas elsd rétegi interneuronokhoz képest eltérd



impedancia profillal rendelkeztek. A csipkebogyo sejtek 0,9—12,4 Hz kozotti impedancia értéke
magasabb volt a neurogliaform és mas besorolatlan interneuronok értékeihez képest. A
csipkebogyd sejtek rezonancidja szignifikdnsan nagyobb volt, mint a neurogliaform sejteké és
a besorolatlan interneuronoké. A maximalis impedanciahoz tartozé frekvencia értéke a

csipkebogyd sejtekben meghaladta a neurogliaform sejtekét.

Csipkebogyo sejtek a helyi mikrohaldzatokban

Ezt kovetden a csipkebogyo sejtek helyi mikrohalézatokban betdltott szerepét kezdtiik
el vizsgalni. Tobbszoros elektrofizioldgiai elvezetéseket végeztiink csipkebogyo sejteken és
azok potencidlis pre- és posztszinaptikus neuronjain. A csipkebogyd sejtekre monoszinaptikus
serkentd6 bemenetek érkeznek 2/3. rétegi piramissejtektdl ¢és monoszinaptikus gatlo
posztszinaptikus potencidlok (IPSP) 1. rétegi neurogliaform ¢és mas besorolatlan
interneuronoktol. Ugyanakkor nem talaltunk egyetlen olyan mésodik rétegi interneuront sem,
amelyik csipkebogyd sejttel allt volna szinaptikus kapcsolatban. A csipkebogyo sejtek ritkdn
szinaptizdlnak interneuronokon ¢és 2. rétegi piramissejteken, kimeneteiket talnyomd
tobbségében 3. rétegi piramissejtekhez kiildik. GABAA receptor antagonista alkalmazéasaval
végzett farmakologiai kisérleteink bizonyitjak, hogy a csipkebogyd sejtek altal kivaltott [IPSP-
ket GABAA receptorok kozvetitik. Eredményeink szerint a csipkebogyd sejtek elsdsorban
azokat a piramissejteket célozzdk meg, amelyek az elsd rétegbe kiildik apikalis dendritjeik
axon termindlisok kizarolag dendrittérzseken szinaptizaltak. A posztszinaptikus dendritek
tovabbi ultrastrukturdlis vizsgéalata a legtobb esetben piramissejt dendritekre jellemzé
dendrittiiskék és elszort szimmetrikus szinapszisok jelenlétét mutatta ki. A csipkebogyé sejtek
egy-sejt-aktivalta halozati eseményekben is részt vesznek. Masodik és harmadik rétegi
piramissejtek altal kivaltott diszinaptikus IPSP-ket €és egy axo-axonikus sejt altal kivaltott
poliszinaptikus EPSP-ket regisztraltunk posztszinaptikus csipkebogy6 sejtekben. Tovabba, a
csipkebogyd sejtek egymas kozott homoldg, mas tipust interneuronokkal heterolog elektromos
szinapszisokat is kialakitanak.

Az elsé réteget elérd piramissejtek disztalis dendritjeit célzd csipkebogyod sejtek
feltehetéen a dendritikus jelfeldolgozas szabdlyozasaban vehetnek részt. Szinaptikusan
kapcsolt csipkebogyd sejt-piramissejt paroknal a csipkebogyo sejteket Alexa Fluor 594
fluoreszcens festékkel, a posztszinaptikus piramissejteket pedig Oregon Green BAPTA-1

kalcium indikatorral toltottiik. A vizsgalt posztszinaptikus harmadik rétegi piramissejtek

10



disztalis dendritjein szomatikusan kivaltott akcids potencial sorozatokat kovetden detektalhato
Ca?* valaszokat mértiink. Az apikalis dendritdgak szamos pontjan kdvetkezetesen mérhetd volt
a fluoreszcencia intenzitds valtozas, ami alatdmasztja az akcids potencial visszaterjedését a
disztalis dendrit szakaszokba. Méréseink soran valtakozva valtottunk ki akcids potencial
sorozatokat kizarolag a piramissejtekben, majd egyidejlileg a sejtpar mindkét tagjdban. A
visszaterjedd akcios potencidlokkal egyiddben aktivalt csipkebogy6 sejt bemenetek képesek
voltak lecsokkenteni a Ca?* jelek amplitidojat a kontroll értékekhez képest a posztszinaptikus
sejt dendritjeinek egy vagy két mérési pontjan. A csipkebogyo sejt bemenetek aktivalasa csak
ott volt képes lecsokkenteni a Ca®* jelek amplitidéjat, ahol a posztszinaptikus dendritek kozeli
szakaszara feltételezett szinapszisok érkeztek a csipkebogyo6 sejtektdl. Az eredmények alapjan
feltételezhetjiik, hogy a csipkebogyo sejtek szegmens-specifikus gatladssal szabalyozhatjak a
humén piramissejtek dendritikus Ca®" elektrogenezisét, hozzajirulva a dendritikus

jelfeldolgozés folyamatahoz.
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EREDMENYEK MEGBESZELESE

Kutatocsoportunk egy eddig ismeretlen idegsejt tipust azonositott az emberi agykéreg
elsé rétegében. A csipkebogyo sejtnek nevezett 10 sejttipust jellegzetes morfologiai,
elektrofiziologiai és molekularis tulajdonsagai alapjan definidltuk. Az egyes jellemzok erds
Osszhangban allnak egymassal, igy a csipkebogyd sejtek egy olyan hatarozottan elkiiloniilo
sejtcsoportot alkothatnak, mint példaul a nagymértékben specializalt kandeldber sejtek.
Munkénk soran az Allen Institute kutatdival kombinaltuk a human post mortem és mitétekbol
szarmazo szovetmintakon végzett vizsgalatokat, amely hatékony technikai megoldasnak
bizonyult. Az egysejt transzkriptomikai eredmények a sejtcsoportositashoz sziikséges
molekularis adatokat, az elektrofiziologiai vizsgdlatok pedig a csoportok funkcionalis
jellemzését biztositjak. Ezen technikai parositassal kimagaslo hatékonysaggal azonosithatok,
jellemezhetdk kiilonbozd fajok ismert és eddig nem azonositott sejttipusai, illetve feltarhato
azok evolucids konzervaltsdganak mértéke.

A ragcsald kéregbol hidnyzo vagy nagymértékben specializalodott human neuron
tipusok feltehetéen olyan szinten modositjak a human agykérgi halozati miikodéseket, hogy
azok nem modellezheték ragcsalokban. A csipkebogyo sejtek feltételezhetden kiilonds
jelentdséggel birnak a visszaterjedd akcids potencidlok szabdlyzasanak folyamatidban és a
beérkezd serkentd bemenetek parositiasaban. Modulalhatjak az elsd rétegbe érkezd serkentd
bemenetek és a visszaterjedd akcios potencialok kozti kdlecsonhatasokat, ami azt a feltételezést
erdsiti, hogy a csipkebogyo sejtek részt vehetnek az agyféltekén beliili halozati miikodések
finomhangolasaban. Az egyedi csipkebogyo sejtekben mért kiiszob alatti membran potencial
oszcillaciok legnagyobb csucsa a théta tartomanyban mérhetd, amely aktivitas feltételezhetoen
szétterjed az elektromos szinapszisokon keresztiil kapcsolt csipkebogyd sejt halozatokban.
Mindez potencidlisan hozzajarulhat ahhoz, hogy a csipkebogyd sejtek fazis-szelektiven
kolcsonhatasba 1épjenek mdas agyi teriiletekrdl érkezd bemenetekkel. A humanspecifikus
neuron tipusok szerepe a halozati funkciok koros elvaltozasainak megértésében is nagy
jelentdséggel birhat. Példaul szdmos csipkebogyd sejt szelektiv marker kockazati tényezdként
jelenik meg kiilonbdzd neuropszichiatriai betegségek esetén. Szamos igéretes kutatési
eredményt ismeriink ragcsaloban modellezett neuropszichidtriai korképek kezelésérdl, azonban
ezeknek az ismereteknek a human klinikumba torténd atiiltetéséhez elengedhetetlen az emberi

idegsejtek €s az altaluk alkotott haldzatok szervezddésének jobb megismerése.
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