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1. Bevezetés

1. BEVEZETES

Az emlés agykéreg

A sejtes szervezOdés legOsszetettebb strukturdja az emlds agykéreg, amely az agy
legmagasabb rendii tevékenységét ellatdo része. Az agykéreg az alapvetd motoros €s érzo
funkcidk mellett szamos magasabb rendii kognitiv folyamatért is felel, mint amilyen a beszéd,
a tudat, az asszociativ gondolkodas, a memoria és az érzelmek kialakulasa (Kandel és mtsai.,
2013). Az agykérgen beliil a magasabb rendii kognitiv funkciokat a neokortex iranyitja, amely
az agykéreg evolucié soran legkésébb kialakult része. Az agykéreg 90%-at kitevé neokortex
felépitésében is elkiiloniil az 6sibb kérgi teriiletektdl, melyeket allokortexnek neveziink.

Az ember és mas emldsfajok agykérgében az idegsejtek (neuronok) rétegesen
szervezddnek, a neokortex teriiletén hat, mig az 6sibb allokortex esetében dsszesen harom-négy
réteget alkotnak (Ramon y Cajal, 1904, 1911). Mar az 1900-as évek elején kialakult az a nézet,
hogy a kiilonféle agyi funkciokért kiilonbozé agyi teriiletek felelnek, amit olyan fejsériilést
szenvedd betegek esetei alapjan térképeztek fel, ahol egy adott agyteriilet karosodasat
funkcidvesztés kovette (Shepherd, 2004). Ezt kovetéen Brodmann volt az, aki megfigyelte,
hogy az emldsok agykérgét felépité idegsejtek réteges szervezddése fajspecifikus modon
teriileti kiillonbségeket mutat. Ez alapjan Brodmann az agykérget tobb, mint 40
citoarchitektonikai teriiletre osztotta fel, amelyekrél a késébbiekben a legtobb esetben
kimutattak, hogy azok funkcionalisan is jol koriilirhato régiokat alkotnak (Brodmann K., 1909;
Shepherd, 2004). A horizontalis lefutasu sejtrétegek mellett a neokortex sejtjei a kéreg
felszinére merdleges, vertikalis irdnyl kérgi oszlopokba is rendezddnek. Egy kérgi oszlopon
beliil talalhaté neuronok a réteghatarokat atlépve szinaptikus kapcsolatok héalézatan keresztiil
kommunikalnak egymassal, mikozben a feltételezések szerint funkcionalis egységként
miikodhetnek egyiitt (Hubel és Wiesel, 1969; Rakic, 2008; Lui és mtsai., 2011).

Az agyunkat alkot6 idegsejtek 90%-a az agykéregben talalhat6, ami 10%° szamu neuront
jelent (Braitenberg, V. és Schuz, 1991; Pakkenberg és Gundersen, 1997), melyek 10*2-10%
szdmu szinapszissal kapcsolodnak egymashoz nemtdl, kortdl €s egészségi allapottol fiiggden
(Mountcastle V. B., 1997; Tang és mtsai., 2001). Az agykéreg a kéreg alatti teriiletekkel
szorosan egylttmiikodve teszi lehetdvé, hogy agyunk betoltse funkcidjat. Az agyunkat felépitd
hatalmas mennyiségii idegsejt és a koztiik 1évé milliardnyi szinaptikus kapcsolat valtozatossaga

¢s plaszticitasa biztositja agyunk szamara, hogy a kiils6 és belsd kornyezetbdl érkezo,
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folyamatosan valtozd és hatalmas mennyiségli informéciot feldolgozza, tarolja és arra a

megfeleld valaszt adja.

Az idegsejtek altalanos felépitése és szinaptikus kapcsolataik

Az idegrendszert alkoto idegszovet f6 sejttipusai a glidk és az idegsejtek. A
morfoldgiailag ¢és funkciondlisan erdsen polarizalt idegsejtek ingerfelvételre ¢és idegi
ingeriiletek vezetésére specializalodtak. A neurohisztologia atyjanak tekintett Ramon y Cajal
volt az elsd, aki felismerte, hogy a neuron az idegszovet morfologiailag fiiggetlen, funkcionalis
és citokémiai egysége (Ramon y Cajal, 1899), nem pedig egy folytonos, szincicialis haldzat
része, ahogy azt kezdetben gondoltak (Remak, 1838). Ezt kovetden valt széleskoriien
elfogadottd, hogy valamennyi neuron morfologiailag hérom f6 részre oszthato: a
sejtszervecskék jelentds részét, koztiik a sejtmagot is magaban foglalo sejttestre (szoma), a
sejttestbdl eredd, valtozd szamu dendritekre €és a szomabol vagy ritkdbban dendritekbdl
kiindul6 egyetlen axonra. Az idegsejtek kozotti kommunikécio, leggyakrabban szinapszisok
segitségével valosul meg, amely sordn az ingeriileteket dontdéen a sejttest és a dendritek
fogadjak, majd dolgozzak fel, az axon pedig tovabbitja azokat a célsejtekhez (Kandel és mtsai.,
2013).

1. abra. Ramon y Cajal lenyiigoz6 idegsejt
illusztracioi. Az idegtudos altal azonositott

kiilénb6z6 humén agykéregi neuron tipusok.
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Minden egyes agykérgi idegsejt tobb szaz vagy akar tobb ezer kérgi és kérgen kiviili
idegsejttel allhat kozvetlen szinaptikus kapcsolatban. Egy agykérgi neuron atlagosan 5000-
30000 szinaptikus bemenetet is fogadhat, azonban némely faj egyes agyteriiletein ez a szam
akar a 60000-et is elérheti (Cragg, 1967; DeFelipe és mtsai., 2002; Binzegger és mtsai., 2004;
Liibke és Feldmeyer, 2007). Az idegsejtek kozotti kapcsolatokat elséként Sherrington nevezte
szinapszisoknak, és olyan idegsejtek kozotti strukturaknak irta le 6ket, amelyeken keresztiil az
idegimpluzusok az egyik sejtrél a masikra terjedhetnek (Sherrington, 1907). Az axon mint az
idegsejtek kimeneti egysége felelés a beérkezett informacié tovabbitasaért. A szinaptikus
transzmisszi®6 soran a preszinaptikus axonterminalisok (boutonok) vezikulumaibol
felszabaduld neurotranszmitter a szinaptikus résbe iiriilve a posztszinaptikus sejten fejti ki
hatasat.

Az idegsejtek a szinapszisok masik nagy csoportjaval, az elektromos szinapszisokkal is
képesek egymas kozott kapcsolatokat teremteni. Az egymastdl morfologiailag és
funkcionalisan is elkiiloniild kémiai és elektromos szinapszis tipusok szamos tovabbi
alosztalyba sorolhatok, amelyek egyiittes mikodése az idegsejtek kozti iranyitott

informacidaramlast szolgalja (Kandel és mtsai., 2013).

A neuronok csoportositasa

Cajal kiilonbozé emlds fajokban, koztiik emberben tanulmanyozta a kérgi halozat
felepitését és az idegsejtek finom anatomiai szerkezetét. Munkdja soran Camillo Golgi eziist
impregnacids technikdja segitségével szamos idegsejt tipust nevezett el és jellemzett
morfoldgiailag. Cajal rendszerezésének alapja a dendrit- és az axonfa alakja és elhelyezkedése
volt, amely a mai napig az egyik legfobb kiindulopont a neuronok osztalyozasa soran. A szamos
vizsgalhato strukturalis paraméter koziil minden esetben az axon morfologidja a
legmeghatdrozobb. Az axon arborizdcié orientacidja, slirlisége, kanyarulatossdga, az
elagazddasi sz0g, az axonterminalisok alakja, a boutonok mérete, elhelyezkedése mind kritikus
szempontok az osztalyozas soran. Ugyanakkor a dendrit arborizacié polaritasa, a dendritek
finom strukturaja, hossza, illetve a szoma alakja és mérete is informativ lehet (Ascoli és mtsai.,
2008).

A morfolégia alapt osztalyozas mellett a tudoményos modszerek fejlédésével Gjabb
lehetéségek is kezdtek el6térbe keriilni. A neuronok elektrofiziologiai vizsgalatai soran
kideriilt, hogy a kiilonb6z6 interneuron tipusok jellegzetes elektromos tulajdonsagaik alapjan

szintén jol definialhatok (McCormick és mtsai., 1985; Kawaguchi €¢s Kubota, 1997; Gupta,
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2000; Jiang és mtsai., 2015). Az egyes fiziologiai osztalyokba az idegsejtek elsésorban eltérd
tiizelési mintdzataik szerint sorolhatok, amelyeket a sejtbe injektalt aramimpulzus segitségével
vizsgalhatunk. A tiizelési mintazatok szamos paramétere koziil az egyik legmarkansabb
jellemz6é a kivaltott akcios potencialok frekvenciaja. Az Ugynevezett gyorsan tiizeld
interneuronok a beinjektalt aramlépcsé hatasara magas frekvencian, akar 200-300 Hz-en is
képesek akcidos potencialokat generalni, mig mas neuron csoportokban sokkal lassabb,
adaptalodo frekvencidji akcids potencialokat lehet csak kivaltani. Az aktiv membran biofizikai
jellemzOk mellett a passziv membran tulajdonsagok is jellegzetesek lehetnek. Ilyen jellemz6
példaul a hiperpolarizald6 aramimpulzusra adott fesziiltségvalasz soran megjelené un. sag
potencial, mely jellegzetes hullamformat a hiperpolarizacié aktivalta kation aram hozza létre.
Az egyes interneuron csoportok karakterisztikus elektrofiziologiai tulajdonsagai hatterében a
csoportokra specifikusan jellemzé, egyedi 6sszetételit membran ioncsatorna kompozicio all.

Az egymassal jol korrelalé morfologiai €s elektrofiziologiai osztalyok kozott jelentds
molekularis kiilonbségek is megfigyelhetok (Kawaguchi és Kubota, 1997, 1998; Cauli ¢és
mtsai., 2000; Markram és mtsai., 2004). A neuronok morfologiai, fiziologiai ¢és funkcionalis
tulajdonsagait meghatarozo marker molekulak lehetnek strukturalis proteinek, ioncsatornak,
membréantranszporterek, transzkripcios faktorok, receptorok, neuropeptidek, Ca?*-kotd
fehérjék, neurotranszmitterek vagy az azokat szintetizalé enzimek. Ezen molekulak
fehérjeszintli kimutatdsa immunhisztokémiai modszerekkel torténik. Az immunhisztokémia
soran immunoldgiai modszerekkel (antigén-antitest kotés alkalmazasaval) specifikus szoveti
antigéneket mutatnak ki. Az antigének kimutatdsa in situ torténik, azaz megtartott szoveti
kornyezeten beliil vizsgalhatd egy adott antigén jelenléte.

Napjainkban a neuronok csoportositasanak leggyorsabban fejlodé teriilete azonban a
molekularis markerek egy masik szinten torténd vizsgalata. A fehérje szintii feltérképezés
mellett a molekularis biologiai modszerek fejlodésével egyre inkabb eltérbe keriil a marker
molekuldk génexpresszids szintli feltérképezése (Zeisel és mtsai., 2015; Lake és mtsai., 2016;
Tasic €s mtsai., 2016, 2018). Az egysejt RNS szekvenaldson alapuld technika segitségével
egyedi idegsejtek teljes molekularis profilja meghatarozhat6, majd ezt kovetden az egyes sejtek
csoportokba rendezhetok. A mddszer egyik nagy eldnye, hogy egy agyteriileten beliil akar tobb
ezer sejt is vizsgalhato, igy egészen pontos képet alkothatunk az ott talalhat6 idegsejt csoportok
szamarol, molekularis profiljarél, az egészen ritka sejttipusokat is beleértve. Néhany éve
kutatécsoportunk koézremuikodésével kidolgozasra keriilt technika segitségével pedig még
pontosabb informaciot kaphatunk az egyedi idegsejtekben vizsgalt gének mRNS szinti

kifejez6désérol (Faragd és mtsai., 2013). A neuronok whole-cell patch-clamp elektrofiziologiai
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elvezetését kovetéen a sejtek citoplazméjabol digitalis polimerdaz lancreakcid (dPCR)
segitségével az expresszalt mRNS-ek preciz kopia szama hatarozhatdé meg. Ily modon az
egyedileg vizsgalt idegsejtekrdl egyidejiileg nyerheté elektrofiziologiai, anatomiai és nagy
pontossag molekuléris informacio.

A lassan évszazados multra visszatekinté neuron osztalyozas kérdéskore napjainkig
intenziven kutatott teriilet. Az egymassal jol atfedé morfoldgiai, fizioldgiai és molekularis
csoportok funkciondlisan is vizsgalhatd, jol elkiilonithetd osztalyokat alkotnak (Kawaguchi €s
Kubota, 1997; Markram és mtsai., 2004). Ennek kovetkeztében az egyes modszereket egyre
ritkdbban hasznaljak 6nmagukban, hiszen pontosabb képet csak a morfologiai és
elektrofiziologiai tulajdonsagok, illetve a molekuléris, azaz fehérje- vagy génexpresszios
mintazatok kombinalt vizsgalata adhat (DeFelipe és mtsai., 2013; Markram ¢és mtsai., 2015;

Tasic és mtsai., 2016; Tremblay és mtsai., 2016).

Agykérgi neuron tipusok

Az agykéreg rendkiviil bonyolult finoman 6sszehangolt rendszerét szamos valtozatos
kiilonboztetjilk meg: a serkentd, glutaminsavat felszabaditdo piramissejteket (McCormick és
mtsai., 1985; DeFelipe és Farinas, 1992) és a tilnyomé tobbségében gatlo, gamma-amino-
vajsavat (GABA) felszabadit6 interneuronokat (Jones és Peters, 1984).

A kéreg principalis sejtjei a piramissejtek, amelyek az itt talalhato idegsejtek 75-85%-
at teszik ki és a sejtszegeény elso réteg kivételével a kéreg valamennyi rétegében megtalalhatoak.
Ugyan rétegenként mutatnak eltéré specifikus morfologiai jegyeket, azonban felépitésiik
alapjaban véve megegyezik. Sejttestiik rendszerint piramis alakt, amelynek harom cstcsarol
tiiskézett dendritfajuk, bazalis oldalarol pedig axonjuk ered. Apikalis dendritjiik az agykéreg
felszine felé, arra merdlegesen irdnyul és a termindlis régioban siirlibb elagazodasokat képez,
mig bazalis dendritjeik a sejttest alapi részérdl erednek és tobbnyire a sejttestet is tartalmazo
rétegen bellil maradnak. Az axon f6 aga a kéreg alatt elhelyezkedd fehérallomany felé veszi
utjat, oldalagakat adva a sejttest kornyezetében 1€vo kérgi région beliil is (DeFelipe és Farinas,
1992). Posztszinaptikus célsejtjeiken a piramissejtek serkentd posztszinaptikus potencialt
(EPSP) képesek kivaltani preszinaptikus termindlisaikbol felszabaduld glutamat Gtjan. Serkentd
természetiikbél adodoan a piramissejtek feladata, hogy biztositsak a jel terjedését az
informaciofeldolgozas kiilonb6z6 allomdasain. Az egyes rétegek piramissejtjei eltérd kérgi és

kéreg alatti teriiletekrdl fogadnak szinaptikus bemeneteket, illetve ezekre a teriiletekre kiildik
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sajat kimeneteiket is, ezaltal a kérgi informacio feldolgozas kiilonb6z6 fazisaiban vesznek részt
(Binzegger és mtsai., 2004).

A GABA-t felszabadito (GABAerg) interneuronok annak ellenére, hogy a kérgi
idegsejtallomany mindossze 10-15%-at teszik Ki, igen heterogén csoportot alkotnak. Az
interneuronok axonja jellemzéen ugyanazon a kérgi teriileten beliil szinaptizal, amelyben a
sejttest és a dendritek is talalhatoak. Dendrit és axon arborizacidjukat tekintve azonban
nagyfoku morfologiai diverzitast mutatnak (Ramon y Cajal, 1911; Freund és Buzsaki, 1996;
Somogyi és mtsai., 1998). Jellegzetes axon morfologiajuk hatarozza meg, hogy az egyes
célsejteknek mely szubcellularis alegységét célozzak meg. Eszerint 1éteznek axo-szomatikus
interneuronok, amelyek a posztszinaptikus sejtek szomajat, axo-dendritikus neuronok, melyek
a dendritjeit, dendrittiiskéit és axo-axonikus sejtek, melyek pedig az axon kezdeti szakaszat
idegzik be (Buhl és mtsai., 1994; Somogyi és mtsai., 1998; Tamas és mtsai., 1998). A GABAerg
interneuronok hatassal lehetnek posztszinaptikus sejtjeik akcios potencialjainak keletkezésére,
id6zitésére és dendritikus visszaterjedésére (Tamas és mtsai., 2004), ezaltal szerepet jatszanak
a populacios aktivitas sejtszintli szinkronizalasaban (Cobb és mtsai., 1995). Azzal, hogy a
piramissejtek eltérd szubcellularis alegységét idegzik be, felosztjdk egymés kozott a
piramissejtekben torténd szinaptikus integracios folyamatok egyes fazisainak szabalyozasat. A
kiilonboz6 osztalyokba tartozé interneuronokra eltéré dinamikaju serkentd bemenetek
érkeznek, amelynek kovetkeztében a preszinaptikus aktivitds kiilonb6zé aspektusainak
detektalasara lehetnek alkalmasak (Pouille és Scanziani, 2004) és a kérgi informaciofeldolgozas
eltérd fazisaiban vehetnek részt (Klausberger és mtsai., 2003; Somogyi és Klausberger, 2005).

A kosarsejtek, amelyeket Ramon y Cajal talaldoan nevezett el, axonterminalisaikkal
szinte kosarszertien fonjak koriil a piramissejtek sejttestét és proximalis dendritjeit. Sima,
tiiskézetlen dendritjeik jellemzéen multipolarisak. A GABAerg neuronok 50%-at alkotjak,
azonban a csoporton beliil tovabbi altipusokat kiilonboztethetiink meg az axonfelhdk eloszlasa,
¢és az expresszalt fehérjék alapjan. Molekularis jellemzodiket tekintve az egyes alcsoportok
jellemzéen parvalbumint (PVALB) vagy kolecisztokinint (CCK) expresszalnak (Freund és
Buzsaki, 1996). Kozos fiziologiai jellemzdjik a gyorsan tiizel6 aktivitas, amellyel
posztszinaptikus sejtjeiken a GABAA receptorok aktivalasan keresztiil gyors, nagy amplitidoju
gatlo posztszinaptikus potencialt (IPSP) képesek kivaltani (Somogyi és mtsai., 1983; Kisvarday
¢s mtsai., 1993; Buhl és mtsai., 1994). Gyors membran idéallandojuknak koszonhetden a rajuk
érkezd serkentd bemenetek gyorsan és viszonylag nagy precizitassal kelthetnek akcids
potencialt benniik (Fricker és Miles, 2000; Galarreta és Hestrin, 2001). Egymassal kdlcsonds

elektromos és kémiai szinapszisokat alkotva, a kosarsejtek hatékonyan szinkronizaljak egymas
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¢és posztszinaptikus sejtjeik miikodését (Galarreta és Hestrin, 1999, 2001; Tamas és mtsai.,
2004), valamint szerepet jatszanak a gamma frekvenciaji haldzati oszcillaciok kialakitasaban
(Cardin és mtsai., 2009; Sohal és mtsai., 2009).

Az axo-axonikus sejtek egyediilalld modon a piramissejteken az akcids potencial
keletkezésének helyét, az axon inicialis szegmentumot idegzik be (Somogyi, 1977). Ennek a
kiilonleges pozicionak koszonhetéen a kérgi GABAerg sejtek koziil egyediiliként képesek
posztszinaptikus sejtjeik serkentésére (Szabadics és mtsai., 2006). Egyetlen axo-axonikus sejt
mintegy 300 piramissejthez kiildi axonterminalisait (Somogyi, 1977; Somogyi és mtsai., 1982),
amelynek kovetkeztében a kéregre merdleges piramissejt axon inicialisok mellett haladé axo-
axonikus terminalisok sokdgui gyertyatartora emlékeztetnek. Innen ered ezen sejtek
Szentagothai Janos altal adott elnevezése, a kandelaber sejt (Szentagothai és Arbib, 1974). Az
axo-axonikus sejtek gyorsan tiizel aktivitast és parvalbumin immunpozitivitast mutatnak
(Buhl és mtsai., 1994; DeFelipe, 1999; Tamas és Szabadics, 2004). Jellemz&en ritkan tiizelnek
in vivo (Zhu, 2004), azonban ez az agyi ritmusok jol meghatarozott idejéhez kdothetd
(Klausberger és mtsai., 2003).

Az axo-dendritikus neuronok kozott az eltéré morfoldgiai, fiziologiai és molekularis
jellemzok alapjan t6bb interneuron tipust is megkiilonboztetiink (Kawaguchi és Kubota, 1998).
A dendritcélzo neuronok nagy része, koztiik a Martinotti sejtek is a posztszinaptikus neuronok
dendrittorzséhez kiildik axonterminalisaikat, azonban vannak olyan interneuronok, amelyek
tobbnyire a dendrittiiskéken szinaptizalnak, ilyenek a kettés csokor sejtek (Tamas és mtsai.,
1997). Az agykérgi dendritcélzo neuronok fontos szerepet jatszanak a dendritikus gatlas
kialakitasaban, ezaltal a disztalis dendritszakaszok szinaptikus integracios folyamatainak
szabalyozasaban (Silberberg és Markram, 2007, Murayama ¢és mtsai., 2009). Ennek
kovetkeztében pedig képesek befolyasolni posztszinaptikus sejtjeik szomatikus akcios
potencialjainak id6zitését (Szabadics és mtsai., 2001; Tamas és mtsai., 2004).

A neurogliaform sejteket szintén Ramon y Cajal irta le eldszor, pokhald sejteknek
nevezve 6ket a rendkiviil siirli, nagyon vékony agakbol allé axon arborizaciojuk utan (Ramon
y Cajal, 1911). Kilonosen siiri axonfelhdjikben a preszinaptikus bouton siirliség a
legmagasabb az interneuronok kozott (Olah és mtsai., 2009). A kérgi interneurok
megkozelitdleg 20%-at alkotd neurogliaform sejtek szomaja kerekded, viszonylag kisméreti,
amelybdl igen sok rovidebb dendrit ered (Wozny és Williams, 2011; Schuman és mtsai., 2019).
Molekularis jellemzoit tekintve a-aktinin-2, neuropeptid y (NPY), reelin, 5-HT3sa receptor és
nitrogén-monoxid szintdz (NOS1) immunpozitivitast mutatnak (Uematsu és mtsai., 2008;

Karagiannis és mtsai., 2009; Rudy és mtsai., 2011; De Marco Garcia €s mtsai., 2015; Schuman
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¢s mtsai., 2019). Kutatocsoportunk mutatta ki, hogy a neurogliaform sejtek mindeddig az
agykérgi halozatok lassu gatlasanak egyetlen ismert forrasa. A neurogliaform sejtekben keltett
egyetlen akcios potencidl képes lassi gatld posztszinaptikus potencialt kivaltani a
posztszinaptikus sejtekben, aminek hatterében az 6sszetett GABAA és GAB AR receptor-medialt
ionaramok allnak (Tamas, 2003). Mindemellett egy Gijabb kutatasunk beszamolt arr6l, hogy az
agykéregben a neurogliaform sejt az els6 olyan ismert sejttipus, amely képes nemszinaptikus,
térfogati transzmissziéval kommunikalni posztszinaptikus sejtjeivel (Olah és mtsai., 2009).
Ezen egyediilallo tulajdonsagok teszik lehet6vé a neurogliaform sejtek szamara, hogy mas
interneuronokhoz képest hosszabb ideig aktivalhassdk az axonfelhdjiikbe es6é GABA
receptorok jo részét, amelynek kovetkeztében erételjesen képesek modulalni a kérgi halozatok
aktivitasat.

Az agykérgi informaciodfeldolgozas alapvetden két {6 idegsejt tipus, a piramissejtek és
interneuronok térben és idében Gsszehangolt miikodése révén valosul meg. A piramissejtek az
agykéreg rétegeibdl osszegylijtve integraljak az idegi informaciot és a kéreg kimeneteit adjak,
mikozben a mikodésiikben és szinaptikus kapcsolataikban heterogén interneuronok

szabalyozzék a piramissejtek aktivitasat.

A human agykéreg

A szarazfoldi allatok kozott a féemldsok rendelkeznek a legnagyobb aggyal, az emberi
agy pedig még a féemldsokon beliil is a legnagyobb méretli a testtomegiikhdz viszonyitva
(Herculano-Houzel, 2009; DeFelipe, 2011). A tekervényezett agyfelszin a magasabb rendii
emldsoknél jelent meg, igy példaul a legtobb ragesalod fajnal nem figyelhetd meg. A patkanyok
agykérge a makakoékhoz képest szazszor, az emberéhez képest, pedig ezerszer kisebb méretii
(Uylings és van Eden, 1991). Ennek hatterében elsdsorban az evolucio soran megnovekedett
asszociacios €s prefrontalis teriiletek relativ stlya all, amelyek az agykérgi magasabb rendii
kognitiv funkciok mitkdésében jatszanak szerepet (Shepherd, 2004). A human és nem human
fajok kognitiv képességei kozott tapasztalt kiillonbségeket leginkabb az emberi neokortex, azon
beliil is féként a prefrontalis kéreg fejlettségének, egyediségének tulajdonithatjuk. A
homloklebenyen beliil talalhaté prefrontalis kéreg az érzelmi folyamatok szabalyozasa mellett
alapvetd szerepet jatszik a személyiség kialakitasaban, illetve olyan magas rendii kognitiv
tevékenységekben, mint a dontéshozas vagy 1j 6tletek, gondolatok kialakitasa (Quirk és Beer,
2006).
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A magasabb rendl kognitiv funkcidk kivitelezéséhez a neokortikalis halozat sszetett
mikodésére van sziikség. Az agykéreg felépitésére vonatkozo kiilonbségek a human és nem
human fajok k6zott nemcsak az eltérd funkcioja teriiletek relativ sulyaban mutatkoznak meg,
hanem az agykérget alkotd neuronok siiriségében és a koztiikk 1évé kapcesolatok szamaban is
megfigyelhetok. Az emberi agykéreg egységnyi térfogataban kevesebb idegsejt talalhato, mint
az alacsonyabb rendii emlds fajokéban, azonban az egy idegsejtre érkezo atlagos
szinapszisszam kiilonosen a kognitiv funkciokban szerepet jatszo teriileteken a legmagasabb
mas emlbs fajokhoz viszonyitva (Cragg, 1967; DeFelipe és mtsai., 2002; Elston, 2003).
Ugyanakkor a human szinapszisok nem csak szamukban, de miikddésiikben is kiilonbézhetnek
az alacsonyabb rendii emldsokéhez képest. Kutatocsoportunk jelentds kiillonbségeket talalt a
human és ragesalo agykéreg serkentd glutamaterg szinapszisainak hatékonysagaban (Molnar és
mtsai., 2008). Ragcsalokban az agykérgi glutamaterg piramissejtek atlagosan 1-4 mV
amplitudoju szinaptikus kapcsolatokon keresztiil serkentik a helyi interneuronokat (Ali és
mtsai., 1998; Holmgren és mtsai., 2003; Brecht, 2012). Egy ilyen nagysagu szinaptikus
kapcsolat 6nmagaban fizioldgias korilmények kozott a legtobb esetben csak kiiszob alatti
depolarizaciot eredményez, kovetkezésképp akcids potencidlt nem képes kivaltani a
posztszinaptikus interneurokban. Azonban ugyanezen szinapszisok a human agykéregben joval
hatékonyabbak is lehetnek: egy piramissejt egyetlen akcids potencialja képes lehet a
posztszinaptikus gyorsan tlizel6 interneuronokat nyugalmi membranpotencialjukrol kiiszob
folé depolarizalni és akcios potencidlba vinni (Molnar és mtsai., 2008). A rendkiviil hatékony
serkentés kovetkeztében a humén agykéregben poliszinaptikus halézatok aktivalodnak,
amelyek a Hebb-féle halozatok alapjaul szolgalhatnak (Hebb, 1949; Molnar és mtsai., 2008).
A megfigyelt jelenség anatomiai hatterérdl kutatdcsoportunk egy Gjabb tanulmanyban szamolt
be (Molnar és mtsai., 2016). Az emberi agykéreg nagyhatékonysagti szinaptikus serkentéséért
a periszinaptikus axonterminalisokban taldlhaté nagyobb szamu dokkolt, azaz felszabadulasra
vard vezikula a felelds. A radgcsalokhoz képest ugyanis az emberi agykéregben kétszer akkora
mind a vezikulak stirisége, mind a preszinaptikus aktiv zonak teriilete.

A mar ismert és a legtobb vizsgalt fajban megtalalhatd neuron tipusok fajok kozti
Osszehasonlitdsa is régebb ota tanulmanyozott teriilet. Ezek az evolucidsan konzervalt neuron
csoportok a legtobb esetben fébb anatomiai és elektrofiziologiai jellegzetességeikben
megegyeznek, igy kiilonb6z6 fajokban is jol beazonosithatéoak. A hasonlosagok mellett
azonban a kiilonboz6é neuron csoportok szamos kisebb fajspecifikus tulajdonsagot is
mutathatnak (Ascoli és mtsai., 2008). A legtobb ilyen Osszehasonlitas ragcsald, majom és

human agykérgi neuron tipusok kozott sziiletett. Egyes interneuronok, mint példaul a
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neurogliaform sejtek a ragcsalokhoz képest a féemldsokben nagyobb sejttesttel, tobb dendrittel
¢s még kompaktabb axonfelhdvel rendelkeznek. A humén agykéreg 3. rétegi piramissejtjeinek
nemcsak mérete, hanem dendrittiiskéinek stirtisége ¢és feliilete is nagyobb az egérben leirt
értékekhez hasonlitva (DeFelipe, 2011). Mindemellett a human agykéreg 2-3. rétegi
piramissejtjeinek dendritjei stirlibben agaznak el €s hosszuk haromszorosa az egérben é€s
makakdban mért értékekhez képest, aminek nagy valdszinliséggel szerepe lehet a sejtre érkezd
bemenetek hatékonyabb feldolgozasaban (Mohan ¢és mtsai., 2015). Egy ujabb kutatas
eredményei kimutattdk, hogy az emberi intelligencia szint egyenesen aranyos a temporalis
kéreg vastagsagaval és az itt megtalalhatd piramissejtek dendrit komplexitasaval (Goriounova
¢s mtsai., 2018). Ugyanakkor 6sszefiiggést talaltak a magasabb intelligencia hanyados (IQ) és
a vizsgalt piramissejtek akcios potencial kinetikaja kozott is.

A jelent6s szubcellularis kiilonbségek mellett egyre tobb kutatasi eredmény bizonyitja,
hogy az ember és ragesalok agykérgét felépitd neuronalis haldzatok cellularis szinten is
kiilonboznek egymastél. A human agy evolicidja szempontjabol nagy jelentdséget
tulajdonitanak a VVon Economo és fork, azaz villa projekcios neuronoknak, amelyeket az
agykérgen beliil a cingularis kéregben és az insula teriiletén irtak le (Economo és Koskinas,
1925; Allman és mtsai., 2005; Butti és mtsai., 2009; Hakeem és mtsai., 2009; Evrard és mtsai.,
2012). Ezeket a sejteket az ember mellett csak olyan nagyméretii aggyal és Osszetett szocialis
kapcsolatokkal rendelkezé emldsoknél taldltadk meg, mint példaul a nagy emberszabasu
majmok, az elefantok és a cetfélék (Butti és mtsai., 2009; Hakeem és mtsai., 2009; Evrard és
mtsai., 2012), azonban ezekben a fajokban szamuk nagysagrendekkel alacsonyabb az emberben
leirt stirliséghez képest. Mindemellett neuropatologiai vizsgalatok is megerdsitik, hogy ezen két
sejttipusnak alapvetd szerepiik lehet olyan magasabb rendii kognitiv funkciok kialakitasaban,
mint az Ontudat és a szocialis viselkedés. A projekcios neuronok mellett az agykérgi
interneuronok kozott is irtak mar le olyan sejttipust, amelyet ragcsalokban nem, csak
foemlésokben sikeriilt kimutatni. Egy 2015-ben megjelent tanulméanyban olyan human
agykérgi gatlo interneuron csoportrdl szamoltak be, amelyben mar egyetlen kivaltott akcids
potencial is folyamatos tiizelést eredményezett (Wang €s mtsai., 2015). A vertikalis dendrit és
axon morfologiaval rendelkezd neuronok az Osszes kérgi interneuron 9%-at teszik ki, igy
viszonylag magas aranyuk miatt feltételezhetd, hogy fontos szerepet tolthetnek be a magasabb
rendii kérgi funkciokban.

A molekularis technikdk gyors fejlédésének kdszonhetéen évrdl évre egyre tobb olyan
tanulmany jelenik meg, ahol egysejt RNS szekvenalas segitségével hatarozzak meg egy adott

agykérgi teriilet sejttipusainak szamat, osszetételét (Zeisel és mtsai., 2015; Lake és mtsai., 2016;
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Tasic ¢és mtsai., 2016, 2018). A tobb ezer sejt molekularis profiljat meghatarozd, rendszerezo
¢és csoportositd tanulmanyokat ragesalok mellett (Zeisel és mtsai., 2015; Tasic és mtsai., 2016,
2018), mar human agykéregben is sikeriilt megismételni (Lake és mtsai., 2016; Hodge és mtsai.,
2019). Az eredmények itt is jelentOs kiilonbségeket tartak fel a ragcsald és human agykéreg
sejtszintl felépitésében.

Azonban annak ellenére, hogy egyre tobbet tudunk az emberi agykéreg egyediilallo
felépitésérdl és a sejtek kozti szinaptikus kapcsolatokrol, méas emlds fajokhoz képest még
mindig joval kevesebb ismerettel rendelkeziink. Jollehet szamos korai anatdmiai megfigyelést
huméan agykérgen végeztek, azonban az agykérgi sejthalozatok felépitésére ¢s mukodésére
vonatkoz6 pontosabb ismereteink tilnyomorészt ragesalokon, macskan és foemlésokon végzett
kisérletekb6l szarmaznak. A mai napig az emberi agy mikodésének tanulmanyozasahoz
leggyakrabban hasznalt moddszerek, mint az EEG (elektroenkefalografia), MEG
(magnetoenkefalografia) és az MRI (magnesesrezonancia-képalkotas) nem képesek a sejtszintii
felbontasra. A hisztologiai vizsgalatok pedig a legtobb esetben post mortem mintdkon
torténnek, amelyekben igen korlatozott a szubcelluldris struktirdk tanulményozasanak
lehetésége, azok halalt koveté gyors karosodasa miatt (Mohan és mtsai., 2015). Mindezek
kovetkeztében a mai napig is csak nagyon csekély informacié all rendelkezésiinkre a humén
agykérget alkotd egyedi idegsejtek és a koztiik 1évo idegsejt halozatok miikodésérol. A legtobb
tanulmanyban az emberi agymiikodés modellezéséhez ragcsaldé modellallatokat hasznalnak
annak ellenére, hogy napjainkra egyre ndvekvd szdmu tanulméany bizonyitja a két faj kozti
jelentds neuronalis kiilonbségeket szinaptikus, cellularis és halozati szinten egyarant. Ennek
fényében egyre vilagosabba valik, hogy az emberi tudat megértéséhez vezetd ut egyik kritikus
Iépése a human agykérget felépitd idegsejt tipusok ¢€s a koztikk 1évd haldzati kapcsolatok

megismerése lehet.
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2. CELKITUZESEK

Az emberi agymiikodés megértésének egyik alapveté mérfoldkove az agykérgi idegsejt
tipusok ¢és a koztiik 1évé halozati kapcsolatok feltérképezése. Az agykérgi sejthaldozatokrol
szarmazo pontosabb ismereteink azonban tilnyomorészt ragesalokon, macskan és féemlésokon
végzett kisérletekbdl szarmaznak, igy a human aspektusok napjainkig kevéssé ismertek.

Doktori munkam soran ezért a kovetkez6 célokat tiztuk ki:

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

- morfoldgiai,

- molekularis,

- elektrofizioldgiai és

- funkcionalis jellemzése.
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3. KOZREMUKODESEK

Az emberi agyszovet miitéti eltavolitasat Dr. Barzo Pal végezte.

A morfolédgiai és immunhisztokémiai vizsgalatokat Dr. Tamas Gabor és én terveztiik. A
hisztologiai munkat én, Mezei Leona és Toéth Eva végeztik. A sejtek részletes
fénymikroszkdpos morfologiai vizsgalatat és csoportositasat én végeztem.

A haromdimenziés fénymikroszkopos rekonstrukciokat én és Abrahdam-Toth Nelli
készitettiik. A rekonstrukciokbol szarmazo kvantitativ morfologiai adatokat én értékeltem Ki.

Az elektronmikroszkopos sorozatmetszeteket Dr. Baka Judith és én készitettilk. Az
elektronmikroszkopos tomogrammok készitését és kiértékelését Dr. Baka Judith végezte.

Az immunhisztokémiai festések kivitelezését €s kiértékelését én végeztem.

A dPCR kisérletek tervezését Dr. Tamas Gabor, Dr. Kocsis Agnes Katalin és Dr. Farag6

Nora, majd kivitelezését Dr. Kocsis Agnes Katalin és Dr. Faragd Nora végezték.

Az elektrofiziologiai kisérletek tervezését és kivitelezését Dr. Tamas Géabor, Dr. Molnar
Gabor, Dr. Rozsa Marton, Oldh Géspar, Dr. Ozsvar Attila és Kovacs Balazs végezték. Az
elektrofiziologiai adatok kiértékelését én és a kisérleteket kivitelezd munkatarsak végeztiik. Az
impedancia profil méréseket Olah Gaspar végezte és értékelte ki. Az SVM-alapu tiizelési
mintdzat csoportositd analizist Bordé Sandor dolgozta ki, amelynek hatékonysagat kozdsen

optimalizaltunk. Az algoritmus segitségével a tovabbi elemzéseket én végeztem.
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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, ndk: n=18, férfiak: n=14, kor:
47+16 ¢év) akut biopszias szoveteibdl késziiltek, akiknél egy szubkortikalis tumor (n=25) vagy
aneurizma (n=7) sebészeti megkozelitéshez sziikségszerti volt eltavolitani a bal vagy jobb oldali
frontélis (n=16), parietalis (n=10) vagy temporalis (n=6) kérgi teriiletek egy részét. A betegek
a mitét elott a szovetmintak ilyen jellegli kutatasra valo felhasznalasat irdsban engedélyezték.
A mitétek a Szegedi Tudomanyegyetem Idegsebészeti Klinikajan torténtek. Az altatas
midazolam (0,03 mg/kg) és fentanil (1-2 pg/kg) intravénas adasaval, valamint intravénas
bolusban adott propofollal (1-2 mg/kg) tortént. Az endotrachealis intubacidé konnyitésére a
paciensek rocuronimot (0,5 mg/kg) kaptak. Az intubacio 120 masodperccel ezt kovetéen tortént
¢s a pacienst Oz és N2O 1:2 aranyu elegyével 1¢élegeztették. Az altatas megfeleld szinten tartasa
szevoflurdnnal tortént. A sebészileg eltavolitott szovetblokkokat a miitdben azonnal jéghideg
(3-8°C) magas szachar6z tartalmi mesterséges agy-gerincveldi folyadékba helyeztiik (85 mM
NaCl, 2,5 mM KClI, 1,25 mM NaH2PQO4, 25 mM NaHCOs, 0,5 mM CaClz, 4 mM MgSOs, 25
mM d(+)-gliikdz, 75 mM szachar6z, 95% Oz-t és 5% CO2-t tartalmazo gazeleggyel telitve) és
a metszés végéig ebben tartottuk. A szovetblokkbol vibrald pengéjli mikrotommal (Microm
HM 650 V) az agyfelszinre merdlegesen 350 pm vastag szeleteket metszettiink. A szeleteket a
metszés soran hasznalt oldatban 36°C-on inkubaltuk. 30 perc elteltével a magas szacharoz
tartalmi folyadékot fokozatosan lecseréltiik a kovetkezd Osszetételii szobahdmérsékletii
alacsony kalciumtartalmt mesterséges agy-gerincvel6i oldatra (130 mM NacCl, 3,5 mM KCI, 1
mM NaH2POs, 24 mM NaHCOs, 1 mM CaClz, 3 mM MgSO4, 10 mM d(+)-gliikoz, 95% Oo-t
és 5% COp-t tartalmazd gazeleggyel telitve). Ujabb 30 perc utan a hémérsékletet
lecsokkentettiik 16°C-ra. A szeleteket tovabbi felhasznéalasukig ebben az oldatban taroltuk.

Elektrofiziologia

Az elektrofizioldgiai vizsgéalatokhoz a szeleteket 36°C-os elvezetd kamraba helyeztiik,
amelyen keresztiil mesterséges agy-gerincvel6i folyadékot, elvezetd oldatot aramoltattunk 2-3

ml/perc sebességgel. Az elvezeté oldat annyiban kiilonbozott a tarolashoz hasznalt oldattol,
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hogy az 3 mM CaClz-t és 1,5 mM MgSOg4-t tartalmazott. Az elektrofiziologiai elvezetéseket
whole-cell patch-clamp technikaval végeztiik, egyszerre legfeljebb négy idegsejtbdl. A sejteket
infravords differencial interferencia kontraszt (DIC) videomikroszkopia (Zeiss Axioskop FS
mikroszkop, Hamamatsu C2400 CCD kamera, Luigs & Neumann Infrapatch SM1 manipulator
rendszer, illetve Olympus BX61WI mikroszkép, PCO CCD kamera, Luigs & Neumann
Infrapatch SM5 manipulator rendszer) segitségével vizualizaltuk 60-130 pm-re a szelet
felszinétdl 40x-es vizimmerziés objektivvel. A piramissejtekbdl torténd elvezetéshez
haromszog/piramis alakua sejteket kerestiink, melyek vastag apikalis dendritje jol kiveheto volt
a szeletben. Interneuronok célzott keresésekor az elobbiektdl kiilonbozo, foként kisebb kerek,
hosszukas sejteket kerestiink, melyeknél nem volt apikalis dendrit jelenlétére utald jel.

A mikropipettakat (5-7 MOhm) alacsony kloridion tartalmu intracellularis oldattal (pH
7,25, 300 mOsm) toltottik meg, hogy a GABAerg és glutamaterg események konnyen
elkiilonithetéek legyenek. Az elvezetésekhez a kovetkezd Osszetételll intracelluléris oldatot
hasznaltuk: 126 mM K-gliikonat, 4 mM KCI, 4 mM ATP-Mg, 0,3 mM GTP-Naz, 10 mM
HEPES, 10 mM Kkeratin-foszfat és 8 mM biocitin. Az elektrofiziologiai elvezetéseket
Patchmaster (HEKA) szoftver segitségével aramzar tizemmodban végeztik (HEKA EPC 9/2,
HEKA EPC 10 patch-clamp erdsit6k). A mért elektromos jeleket 8 kHz-en sziirtiik, 16 kHz-en
digitalizaltuk, majd Fitmaster (HEKA) és Origin 7.5 (OriginLab) szoftverek segitségével
elemeztiik.

A sejtek passziv elektromos tulajdonséagait és tiizelési mintadzatukat a bevett gyakorlat
szerint a sejtek nyugalmi membranpotencialjan mértiik aramzar {tizemmodban két
masodpercenként 800 ms-os négyszogimpulzust injektalva a sejtbe. A négyszogimpulzusok -
100 pA-t6l kezdddtek és 20 pA-rel ndvekedtek minden egyes ismétléskor. Szinaptikus
kapcsolatok vizsgalata soran a preszinaptikus sejteket rovid 2-10 ms-os, 900 pA-es
araminjekcioval stimulaltuk, hogy akcios potencialt valtsunk ki benniik. A kapcsolatok rovid
tavl szinaptikus plaszticitdsanak jellemzésre a legtobb esetben paros pulzus protokollt
alkalmaztunk, melynek soran a preszinaptikus sejtben 7-15 masodpercenként két akcids
potencialt valtottunk ki egymastél 60 ms tavolsagra. EPSP-k vizsgalata soran a
posztszinaptikus sejtet nyugalmi membranpotencial értéken tartottuk. IPSP-ket is tartalmazo
kapcsolat esetén a posztszinaptikus sejt membranpotencialjat -40 mV és -50 mV kozotti értéken
tartottuk. A monoszinaptikus EPSP-k és IPSP-k amplituddjat a posztszinaptikus valasz
maximuma ¢€s az araminjekcio elétt mért membranpotencial érték kiillonbségével adtuk meg. A
paros pulzus arany (PPR) a paros pulzus protokoll soran kivaltott masodik (EPSP2) és els6
EPSP amplitadok (EPSP1) 4tlagainak a hanyadosa: PPR=EPSP2/EPSP1.
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A farmakolégiai 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) (Sigma-Aldrich). A farmakonokat kozvetleniil a kisérletek
elott készitettiik el. Az AM251-et 0,0002% végkoncentracioji dimetil-szulfoxiddal (DMSO)
vittiik vizes oldatba. A farmakonokat tartalmaz6 elvezetd oldatot 10-15 percig aramoltattuk az
elvezetd kamran at a kisérletek soran, hatasuk kiértékelése pedig az 5. perc utani id0szakra
korlatozodott.

Az egyes kisérletekre vonatkoz6 adatokat 20-100 mérés értékének az atlagaval és

szorasaval (SD) hataroztuk meg.

Tiizelési mintazat csoportosité analizis

Az analizis els6 1épéséhez 2 anatdmiailag azonositott neuron csoportot, a csipkebogyd
(n=55) ¢és nem-csipkebogyd sejtek (n=52) csoportjat hasznaltuk. A sejteket az axon
arborizaciok fénymikroszképos vizsgalata alapjan kiilonitettiik el, ami soran a nem-
csipkebogyd csoportba az sszes olyan elsd rétegi interneuront soroltuk, amelyek egyértelmiien
nem csipkebogy6 sejt morfologiaval rendelkeztek. Az Osszes kivalasztott neuron tiizelési
mintazatan 200 elektrofiziologiai paraméter keriilt lemérésre. Ezt kovetden 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
csipkebogyd és nem-csipkebogyo sejtek csoportja. A kivalasztott két paraméter a maximalis
interspike-intervallum szoras és a hiperpolarizacio altal kivaltott sag amplitado értékek lettek.
A maximalis interspike-intervallum szoras értékeknél azokat a 20 pA-enként ndvekvo
depolarizal6 aramlépcsdkre adott sejtvalaszokat vettiik figyelembe, ahol a sejtb6l minimum 5
akcios potencialt sikeriilt kivaltani. Ezt kovetéen az akcids potencidlok csucsai kozt eltelt
1donek vettiik a szorasat, majd egy sejt novekvd depolarizald aramlépcsdkre adott valaszai
koziil, azt vettiik figyelembe, ahol a legnagyobb volt az akcids potencialok kozti szoras értéke.
A sag értékeket a legelsd hiperpolarizald aramlépcsénél (-100 pA) mértiik, a maximalis
fesziiltség valtozas ¢és a steady state potencial hanyadosaként.

Impedancia profil mérés

Az impedancia profilokat az elektrofiziologiai elvezetések sordn exponencialisan

novekvo frekvencidji szinuszoid (0,2-200 Hz; 10 mp) aram injekcioé segitségével hataroztuk
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meg, amelyet a Patchmaster (HEKA) szoftverrel generaltunk. A stimulal6 aram erésségét ugy
allitottuk be, hogy a sejteknek csak a kiiszobpotencial alatti valaszait mérjiik. Regisztracidink
soran az ingerld 4ram hullam amplitadoja igy 40-100 pA kozé esett nyugalmi
membranpotencialrol inditva. Az egyes sejtek impedancia profiljat (Z) minden egyes mérésnél
hozzatartozo6 parancsaram FFT komponensének hanyadosaként. A kapott impedancia
profilokat a 200 Hz-en mért ellenallas értékre normalizaltuk. Az elvezetett sejtek anatomiai
azonositasat kovetden a kapott adatokat a kovetkezd harom csoportba soroltuk: csipkebogyo
sejtek, neurogliaform sejtek és az el6z0 két csoportba anatomiailag nem besorolhato
,,besorolatlan interneuronok” csoportjaba. Az atlagos impedancia értékeket a stimulalo aram
frekvenciajanak fiiggvényében abrazoltuk. Az impedancia profilok statisztikai analiziséhez a
kovetkezd négy értéket vettiik figyelembe: a legalacsonyabb frekvencidn mért impedancia
(Zo2Hz); a rezonancia mértéke (Q, a maximalis impedancia érték és a 0,2 Hz-hez tartozod
legalacsonyabb stimulald frekvencian mért impedancia nagysadganak a hanyadosa) ¢és a

maximalis impedanciahoz tartozo frekvencia értéke (fmax).

Két-foton kalcium imaging

Az elektrofizioldgiai elvezetések soran a csipkebogy6 sejteket 40 uM Alexa Fluor 594
(Molecular Probes) fluoreszcens festékkel, a posztszinaptikus piramissejteket pedig 100 uM
Oregon Green 488 BAPTA-1 (Molecular Probes) kalcium indikatorral jeloltik, hogy
detektdlhatovd tegyilk a piramissejt dendritekben az intracellularis Ca?*-dinamikat. A
kisérletekhez egy 40x viz immerzios objektivvel (1.0 NA, Zeiss) ellatott, modositott Zeiss
LSM7 MP (Oberkochen, Germany) két-foton pasztdzd6 mikroszkopot hasznaltunk. A
1ézerforrast egy Finesse4 pumpa lézerrel (Laser Quantum, UK) ellatott FemtoRose 100 TUN
(R&D Ultrafast Lasers, Hungary) 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 elektrofiziologiai elvezetések végén gyenge szivoerdt alkalmazva a neuronok
citoplazmajat folyamatos vizualis kontroll alatt az elvezetd mikropipettdba gytijtottiik. A
mikropipettdk tartalmat (~1,5 pl) egy 0,5 ul SingleCellProtect™ (Avidin Kft.) oldatot
tartalmazé PCR cs6be juttattuk, hogy megakadalyozzuk a nukleinsav degradaciot és hogy

biztositsuk a reverz transzkripcidhoz sziikséges megfeleld koriilményeket. A mintakat
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folyékony nitrogénben fagyasztottuk és taroltuk a reverz transzkripcié elinditasaig, amit két
1épésben kiviteleztiink. Az elsd 1épés soran 5 percen keresztiil 65°C-on inkubaltuk a mintakat
a kovetkezOket tartalmazo oldatban: 4 pl SingleCellProtect (Avidin Kft.), 0,45 pl TagMan
proba (Thermo Fisher), 0,45 pul 10 mM dNTPs (Thermo Fisher), 1,5 ul 5X first-strand puffer,
0,45 ul 0,1 mol/L DTT, 0,45 ul RNase inhibitor (Thermo Fisher) és 100 U reverz transzkriptaz
(Superscript III, Thermo Fisher). A reverz transzkripciéo masodik 1épéseként 1 6ran keresztiil
55°C-on inkubaltuk a mintdkat. A reakcio leallitdsahoz 15 percre 75°C-ra melegitettiik a
mintakat, amiket ezt kovetden -20°C-on taroltunk a PCR amplifikdci6 megkezdéséig. Ezt
kovetden a reakcioelegyeket (7,5 ul) két részre osztottuk: 6 pl-t a vizsgalni kivant gének, 1,5
ul-t pedig a TBP haztartasi gén felamplifikalasara hasznaltunk. A templat cDNS-t, TagMan
probat (Thermo Fisher), OpenArray Digital PCR Master Mix-et (Thermo Fisher) és nukleaz-
mentes vizet tartalmazé oldatot egy 256 lyukd OpenArray lemezre vittik fel. A mintak
feldolgozasa ¢s az adatok kiértékelése kutatdcsoportunk egy korabbi publikacidjaban leirtak
szerint tortént (Faragd és mtsai., 2013). Az amplifikacio soran a 23 CT értéknél kisebb vagy 33
CT értéknél nagyobb reakcidkat primer dimereknek vagy hattérjelnek tekintettiik és kizartuk

Oket az adatok kozil.

Hisztologia

A hisztologiai eljaras célja az elektrofizioldgiai elvezetések soran biocitinnel feltoltott
idegsejtek fény- ¢és elektronmikroszképos 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 tartalmaz6 0,1 M foszfat-
pufferoldatban (pH: 7,4). A fixal6-oldatot 0,1 M foszfat-pufferrel torténd tobbszori &tmosassal
eltavolitottuk a szeletekr6l, ezt kovetden a szeleteket 10%-0s, majd 20%-os szachardzt
tartalmazo 0,1 M foszfat-pufferbe helyeztiik, hogy védjiik az ezt kovetkezd fagyasztas soran a
membranok szerkezetét. A szeleteket zart eppendorf csdben néhany masodpercre folyékony
nitrogénbe helyezve fagyasztottuk, majd ezt kovetéen 10%-os zselatinba agyaztuk, végiil
jéghideg foszfat-pufferben 60 um vastag szeletekre metszettiik Leica VT 1000S mikrotommal.
A metszeteket ezt kovetéen Tris-puffer sooldatban oldott (TBS, pH 7,4) avidin-biotin-
tormaperoxiddz komplexben (ABC, 1:100, Vector Labs) inkubaltuk 4°C-on éjszakan at. Az
enzimreakciohoz kromogénként 0,05%-os 3’3-diaminobenzidin tetrahidrokloridot (DAB),
oxidansként pedig 0,01%-0s H202-ot hasznaltunk. A reakcio végeztével a DAB sotétbarna

csapadekként csapodott ki a biocitint tartalmazo sejtekben. A metszeteket 0,1 M-os foszfat-

20



4. Anyagok és modszerek

pufferben feloldott 1%-0s OsO4-dal utofixaltuk, majd desztillalt vizes mosas utan 1%-0s uranil-
acetattal kezeltiik, hogy késobbi esetleges elektronmikroszkdpos vizsgalatokra is alkalmasak
legyenek. Ezt kdvetden a szeleteket felszallo alkoholsorral dehidraltuk, végiil epoxigyantdba
(Durcupan, Fluka) agyaztuk, majd targylemezre helyezve 48 6ran at 56°C-on polimerizaltattuk
(Buhl és mtsai., 1994; Tamas és mtsai., 1997, 2000).

Sejt azonositas és haromdimenzids fénymikroszkopos rekonstrukcio

A hisztologiai eljaras sordn lathatova valt sejteket az elektrofizioldgiai elvezetés soran
a sejtek egymashoz viszonyitott elhelyezkedésérdl készitett sematikus diagram alapjan
azonositottuk. A sejttipusokat a szakirodalomban leirt dendritikus €s axonalis jellemzdk alapjan
hataroztuk meg (lasd Bevezetd). A biocitinnel feltoltott sejtek  haromdimenzios
rekonstrukcigjat a Neurolucida rendszer (MicroBrightField) és BX-60F (Olympus)
fénymikroszkop segitségével végeztilk 100x-os olajimmerzids objektivvel. Rekonstrualtuk a
sejtek sejttestét, dendritfajat és axonjat, tovabba a sejtek teljes terjedelmében meghataroztuk a
lehetséges szinapszisok helyét. Két sejt kozott akkor feltételeztiink szinapszist, ha az egyik sejt
axonterminalisa a masik sejt dendritjével vagy sejttestével érintkezett és fénymikroszkoppal a
két struktarat elkiiloniteni nem lehetett. A hiromdimenzidos rekonstrukciok kvantitativ
analizisét és a szinapszisok posztszinaptikus szomatdl vald tdvolsdganak lemérését
NeuroExplorer (MicroBrightField) program segitségével végeztiik. Az axon kanyarulatossag a
szomszédos axon elagazddasok kozott mért tényleges axonalis ut hossza és a linearis tavolsag

hanyadosaként keriilt kiszamitasra.

Immunhisztokémia

Az elektrofiziologiai kisérleteket kovetden a szeleteket 12 6ran keresztiil fixaltuk 4%
pararformaldehidet tartalmaz6 0,1 M foszfat-pufferoldatban (pH: 7,4). A szeletek 0,1 M
foszfat-pufferrel torténé tobbszori atmosasat kovetden 10%-0S, majd 20%-0s szachardzt
tartalmazo 0,1 M foszfat-pufferbe keriiltek, majd zart eppendorf csében néhany masodpercre
folyékony nitrogénbe meritve fagyasztottuk oket. Ezt kovetden a szeleteket 10%-0s zselatinba
agyaztuk, végiil jéghideg foszfat-pufferben 50 pm-es vastagsdgi metszeteket készitettiink
Leica VT 1000S mikrotdmmal. Az elektrofizioldgiai elvezetések soran biocitinnel toltott
idegsejteket Cy3-kapcsolt streptavidin (1:400, 2 6ra, Jackson Immunoresearch) TBS oldataval
tettiik lathatova. Epifluoreszcens mikroszkop segitségével valasztottuk ki a szomat és az axon

arborizaciot tartalmazo metszeteket, amelyeket 20% normal 16 szérum TBS oldatdban
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blokkoltunk 2 oran at. A szabadon Usz6 metszeteket ezt kovetden kiilonbozd elsddleges
antitestek 0,05%-0s NaNs-t tartalmazo TBS oldatdban inkubaltuk 72 6ran keresztiil 22°C-on.
Kisérleteinkhez a kovetkezd antitesteket hasznaltuk: nyul-anti-pro-kolecisztikonin (CCK,
1:2000, Andrea Varro, Liverpool University); egér-anti-CB1 kannabinoid receptor (CNR1,
1:4000, ImmunoGenes); nyul-anti-gamma-amino-vajsav (GABA, 1:1000, Sigma-Aldrich);
egér-anti-chicken ovalbumin upstream promoter transzkripcios faktor 2 (NR2F2, 1:700,
Abcam); egér-anti-parvalbumin (PVALB, 1:1500, Swant); nyul-anti-neuronalis nitrogén
monoxid szintetaz (NOS1, 1:1000, Cayman Chemical); nyul-anti-neuropeptid Y (NPY, 1:300,
Peninsula Laboratories); patkany-anti-szomatostatin (SST, 1:50, Merck Millipore); nyul-anti-
kalbindin (CALB1, 1:2000, Swant); kecske-anti-kalretinin (CALB2, 1:700, Swant) és kecske-
anti-kolin-acetiltranszferaz (CHAT, 1:100, Merck Millipore). A metszetek TBS pufferel
torténd tobbszori atmosasat kovetden az immunreakciokat Alexad88- vagy Cy5-kapcsolt
masodlagos antitestekkel (1:500, Jackson Immunoresearch) vizualizaltuk. Végiil a szeleteket
Vectashield (Vector Laboratories) segitségével targylemezekre vittiik. Fotokat konfokalis 1ézer
pasztazo mikroszkoppal (LSM 880, Zeiss) készitettiink 40x olaj immerzios objektiv (1.4 NA)
segitségével. A ,,z-stack” képek 3-10 fotobol épiilnek fel, amelyek egymaés utan 0,3-0,8 pm-
enként késziiltek.

Az immunhisztokémiai reakciok kvantifikalasdhoz az Imagel] szoftver segitségével
lemértiik a biocitinnel toltott csipkebogyd sejtek szomdjdban vagy axonterminalisaiban az
immunreakciok atlagos fluoreszcencia intenzitasat. Minden egyes képen mért fluoreszcencia
intenzitas értéket az adott képen mért hattér értékkel korrigaltunk (Jensen, 2013). Egy
immunhisztokémiai festést abban az esetben tekintettiink negativnak, amennyiben a mért
fluoreszcencia intenzitds nem érte el a 2 AU értéket. Ezzel a mddszerrel pozitivnak vagy
negativnak itélt sejtek fluoreszcencia intenzitas értékei szignifikdnsan kiilonboztek egymastol

(p<0,01, Mann-Whitney teszt).

Elektronmikroszkopia

Fénymikroszkoppal és elektrofiziologiai mérésekkel azonositott csipkebogyod (n=6, hat
kiilonb6z6 betegbdl) és neurogliaform sejtek (n=2, két kiilonbdz6 betegbdl) axon szakaszait
kivagtuk a metszetiikbdl és atagyaztuk epoxigyanta blokkokba. A kivagott metszetbdl
ultramikrotommal (RMC MTXL, Boeckler Instruments) 70 nm vastagsagu sorozatmetszeteket
készitettiink, melyeket hartyasitott (Formvar, TAAB), egylyukt rézgridekre emeltiink. Az
ultravékony metszeteket 8000 és 50000-szeres nagyitas kozott JEOL JEM-1400Plus
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elektronmikroszkoppal vizsgaltuk 80 kV fesziiltségen, majd digitalis képeket készitettiink roluk
CCD JEOL Ruby kameraval (8 megapixel). A szinapszisokat a kdvetkezo két feltétel egytittes
teljesiilése esetén identifikaltuk: (1) szinaptikus vezikuldk felhalmozddasa a preszinaptikus
terminalisban ¢és (2) parhuzamos lefutdsi pre- €s posztszinaptikus membranfelszinek a
szinapszis teriiletén. Az axonterminalisokrol (csipkebogyd sejt: n=31, neurogliaform sejt:

n=24) a Reconstruct program (http://synapses.cim.utexas.edu/) segitségével késziilt

haromdimenzios rekonstrukcid. A csipkebogyd sejtek aktiv zéndinak (n=11) méretét olyan
merdlegesen vagott szinapszisokban mértiik, ahol a pre- és a posztszinaptikus membranok

lathatoak voltak.

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
koriilményeivel 6sszhangban hataroztuk meg (Real Statistics Data Analysis Tools, www.real-
statistics.com). A normalitas tesztelését (Shapiro-Wilk teszt, Lilliefors proba) kovetéen normal
eloszlasu mintaknal paros vagy paratlan t-probat, nem normal eloszlas esetén pedig nem
parametrikus teszteket (Mann-Whitney teszt, Wilcoxon Signed Ranked teszt) hasznaltunk.
Kettéonél tobb minta esetén varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk, Bonferroni

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

Egy uj human agykérgi interneuron tipus azonositasa

A mai napig kérdéses, hogy az emberi agy sejtes felépitése milyen szinten konzervalt.
Vannak-e olyan specializalt sejttipusok és halozati tulajdonsagok, amik nem modellezhetok
ragcsalokban? Kisérleteink soran célul tliztiikk ki, hogy kutatécsoportunk adatbazisaban
megtalalhatd tobb szdaz humdan idegsejt morfologidjat megvizsgalva, kategorizalva
potencialisan Uj interneuron csoportokat azonositunk. Vizsgalataink elséként az elsé rétegi
interneuronokra fokuszaltak. A kisérletekhez felhasznalt mintak olyan betegek (n=32, nok:
n=18, férfiak: n=14, kor: 47+£16 ¢év) akut biopszids szOveteibdl szarmaztak, akiknél
szubkortikalis tumor (n=25) vagy aneurizma (n=7) sebészeti megkozelitéshez sziikségszeri
volt eltavolitani a frontalis (n=16), parietalis (n=10) vagy temporalis (n=6) nem patologias
agykérgi teriiletek egy részét (Olah és mtsai., 2007; Molnar és mtsai., 2008, 2016). A
szovetmintakbol készitett agykérgi szeletekbél whole-cell patch-clamp technikaval
elektrofiziologiai elvezetéseket végzetink. A sejtek kivalasztasa soran kezdetben nem
preferaltunk egyetlen neuron tipust sem, az elvezetések random torténtek az elsd rétegben
megtalalhat6 idegsejt szomakbol. Az elvezetések kozben a sejteket biocitinnel toltottiik, hogy
lathatova tehessiik ket a késobbi fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz. A teljes
szomatodendritikus és axondlis morfologiaval rendelkezd elsé rétegi idegsejtek (n=76) alapos
fénymikroszkopos vizsgalata soran sikeresen azonositottunk korabban mar leirt, ismert
sejttipusokat, mint példaul a neurogliaform sejteket (n=16; 21%; 2. B abra, 3. B abra) (Olah
és mtsai., 2007; Picelli és mtsai., 2014; Lake és mtsai., 2016) és egy eddig ismeretlen elsé rétegi
interneuron csoportot is. Az Gij csoport sejtjeit rosehip, azaz csipkebogyo sejteknek (n=10, 13%)
neveztiik el az axonokon lathaté nagyméreti, kerek, csipkebogyodra emlékeztetdé boutonok €s a
stirli, kompakt, bokorszerii axon arborizaciojuk utan (2. abra, 3. A abra). Tudomasunk szerint
mindeddig nem irtak le hasonlé fenotipussal rendelkez6 els6 rétegi agykérgi interneuron tipust.
A csipkebogyd sejtek szomaja, illetve teljes dendrit és axon arborizacidja az elsd rétegre
korlatozodik, csak alkalmanként fut le egy-egy disztalis dendrit vagy axon szal a 2. rétegbe. A
csipkebogyd elnevezést tovabb erdsiti a szoman, illetve a proximalis dendriteken megfigyelhetd
tiiskeszer filopodiumok jelenléte (2. B abra). A csipkebogyo sejtek axonja altalaban a szoma
alsé oldalarol ered, majd egy nagyon siiri axon arborizaciot hoz létre a szoma koriil

tulnyomorészt az elsd rétegre korlatozdodva. A kanyarulatos axon kollateralisokon megjelend
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5. Eredmények

kerekded boutonok mérete egyediilalldo volt az altalunk vizsgalt els6 rétegi human

interneuronok axonterminalisai kozott (2. B abra).

A

NGF

Kosarsejt
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5. Eredmények

2. abra. A csipkebogy6 sejtek morfologiaja. A, Egy whole-cell patch-clamp elvezetés soran biocitinnel
toltott csipkebogyo sejt haromdimenzids anatomiai rekonstrukcioja (bordo: szoma és dendritek; piros:
axon). B, Baloldali panel: csipkebogy¢ sejtek (CSB, n=130) fénymikroszkopos felvételein jol latszik a
szoma és a proximalis dendritek tiiskézettsége (nyil). Jobboldali panel: csipkebogyo sejtek siirlin elagazod
axon kollateralisai nagymeéretii, gdmboly(i boutonokkal (fent). A kanyarulatos neurogliaform sejt (NGF,
n=16) axonokon nagyon kicsi boutonok figyelhetok meg (kdzépen). A kosarsejtek (n=5) egyenesebb
lefutasu axonjain a boutonok nagyobb tavolsagra helyezkednek el az el6z6 két sejttipushoz képest (lent).

Skalak: 10 pm.

A csipkebogyo sejtek kvantitativ morfologiai jellemzése

Azonositasukat kdvetden a csipkebogyo sejtek szamat tovabbi célzott elektrofiziologiai
elvezetésekkel noveltiik adatbazisunkban (n=120). Ezt kdvetden kvantitativ 6sszehasonlitast
végeztiink véletlenszeriien valogatott, haromdimenzidsan rekonstrualt csipkebogyd sejtek
(n=6), els6 rétegi neurogliaform sejtek (n=5) és 2/3. rétegi kosarsejtek (n=5) axodendritikus
paramatérei k6zott (3. abra, 4. abra) (Kisvarday és mtsai., 1990; Molnar és mtsai., 2008, 2016;
Olah és mtsai., 2009). A csipkebogy0 sejtek elsdrendii dendritjeinek szama (5,50+1,87) hasonld
volt a kosarsejtekéhez (6,2+2,17), ellenben a neurogliaform sejtekéhez képest szamuk
szignifikansan alacsonyabb volt (8,6+2,19; p<0,04). A csipkebogyo sejtek teljes dendrit hossza
(1,96+0,90 mm) szignifikansan rovidebb volt a kosarsejtek teljes dendrit hosszahoz viszonyitva
(3,41+0,58 mm; p<0,031), ugyanakkor szignifikansan nem kiilonb6z6tt a neurogliaform
sejtekétdl (2,62+1,08 mm). A 100 pm-enként atlagosan eléforduld dendrit elagazédasok szama
a csipkebogyo sejtek esetében (0,66+0,21) szignifikansan kiilonbozott a kosarsejtek értékétdl
(0,29+0,10; p<0,009), viszont nem tért el a neurogliaform sejtekétol (1,50+1,47; 4. A abra).

A csipkebogy6 sejtek teljes axon hossza (11,13+1,99 mm) és az axonok maximalis
horizontalis kiterjedése (287,75+70,15 um) szignifikansan alacsonyabb volt mind a
neurogliaform sejtek (24,74+8,90 mm ¢és 648,68+202,60 um; p<0,005), mind a kosarsejtek
azonos adataihoz hasonlitva (31,16+14,79 mm; p<0,009; 1102,76+296,99 um; p<0,005). A
csipkebogyo sejt axonok maximalis vertikalis kiterjedése (263,42+69,09 pm) szignifikansan
kisebb volt, mint a kosarsejteké (713,22+124,87 um; p<0,005), de nem kiilonbozott a
neurogliaform sejtekétél (323,18+49,60 um). A csipkebogyo sejtek axonjai gyakrabban

agaztak el mindkét mésik vizsgalt sejttipushoz képest.
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5. Eredmények

3. abra. Human agykérgi interneuronok haromdimenzios fénymikroszkopos rekonstrukcioja. A,
Csipkebogyo sejtek anatomiai rekonstrukcioja (bordd: széma és dendritek; piros: axon). B, Elsé rétegi
neurogliaform sejtek anatomiai rekonstrukcioja (s6tétkék: szoma és dendritek; vilagoskék: axon). C, 2/3.

rétegi kosarsejtek anatomiai rekonstrukcioja (fekete: szoma és dendritek; sziirke: axon).

27



5. Eredmények

A csipkebogyod sejtek 100 um-enként atlagosan 1,52+0,45, a neurogliaform sejtek
0,61£0,21, a kosarsejtek pedig 0,52+0,10 axon elagazddassal rendelkeztek (p<0,005). A
csipkebogyod sejtek axon kanyarulatossaga (1,42+0,05) (lasd Anyagok és modszerek) nem
kiilonbozott szignifikansan a neurogliaform (1,54+0,15) és a kosarsejtek (1,31+0,10) esetén
mért értékektdl (4. B abra).

Megmértiik a csipkebogyd (n=6), a neurogliaform (n=4) és a kosarsejtek (n=3) axonalis
bouton stiriiségét Sholl-analizis segitségével 10 um vastag, névekvo atmérdjii gobmbhéjakban,
korrigalva az agyszelet vastagsagan kiviil esé6 gombhéj teriiletekkel. Mindharom sejttipus
esetében a szomatol tavolodva szinte egyenletesen csokkent a bouton siiriiség, azonban a
csipkebogyd sejtek értékeihez hasonlitva a kosarsejteknél 30-50 pm-re a szomatdl alacsonyabb
(p<0,04), 130-220 um-re magasabb (p<0,03), a neurogliaform sejtek esetében pedig 70-220
pm-re a szématdl magasabb (p<0,02) volt a mért bouton sliriség. A csipkebogyo sejtek
boutonok kozti atlagos tavolsaga (interbouton intervallum) (3,97+0,49) hosszabb volt a
neurogliaform sejtek (3,104+0,32 um; p<0,038) és rovidebb a kosarsejtek adataival (5,63+0,51
um; p<0,024) dsszevetve, linearis tavolsagként mérve azt a szomszédos boutonok kozott. A 70
nm vastagsagl sorozatmetszetekrdl késziilt elektronmikroszkdpos felvételeken és az azokbol
Osszerakott haromdimenzids rekonstrukciokon végzett mérésekbdl kideriilt, hogy a
csipkebogyd sejtek bouton térfogata (0,37+0,18 pm?®; n=31) csaknem négyszer nagyobb
(p<0,001), mint a neurogliaform sejteké (0,08+0,06 pm?; n=24; 4. C abra). A csipkebogyo
sejtek aktiv zondinak mérete (0,11+0,03 pm? n=11) nem korrelalt a boutonok térfogataval
(p=0,34; p=0,29; Spearman-korrelaci6). Minden egyes teljesen rekonstrualt bouton (n=31)
egyetlen szinapszist alakitott ki és minden esetben a posztszinaptikus célsejtek dendrittorzseit

célozta meg (11. C abra).
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4. abra. A csipkebogy0, a neurogliaform és a kosarsejtek morfologiai paramétereinek kvantitativ

osszehasonlitidsa. A, Dendritikus paraméterek. B, Axondlis paraméterek. C, Boutonokra vonatkozd

paraméterek. Piros: csipkebogyo sejtek; kék: neurogliaform sejtek; sziirke: kosarsejtek.
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5. Eredmények
A csipkebogyo sejtek molekularis fenotipusanak meghatarozasa

Hogy feltérképezziik az Ujonnan azonositott csipkebogyo sejtek jellemzé marker
molekulait, immunhisztokémiai kisérleteket végeztiink. Az idegsejteket whole-cell patch-
clamp elektrofizioldgiai elvezetések soran biocitinnel toltottiik, majd streptavidin segitségével
lathatova tettiikk. Ezt kdvetden anatomiailag, illetve SVM-azonositott csipkebogyo sejteken
vizsgaltuk a GABAerg sejttipusok ismert marker molekulait. A csipkebogyd sejtek
kolecisztokinin (n=10) immunpozitivitast mutattak, ugyanakkor CB1 kannabinoid receptor
(n=11) negativak voltak (5. abra). Tovabba GABA-t (n=2) és NR2F2 fehérjét (n=2)
expresszaltak, ellenben nem fejeztek ki szomatosztatint (n=9), kalretinint (n=2), parvalbumint
(n=3), NOS1-t (n=4), NPY-t (n=2), kalbindint (n=2), és kolin-acetiltranszferazt (n=3; 6. abra).

5. abra. Whole-cell patch-clamp elvezetés kozben biocitinnel toltott csipkebogyo sejtek

immunhisztokémiai vizsgalata. Baloldali panelek: CCK immunpozitiv csipkebogyd sejtek (n=3).

Jobboldali panelek: CNR1 immunnegativ csipkebogy6 sejt (n=3) axonok. Skalak: 10 um.
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5. Eredmények

6. abra. Csipkebogyo sejtek tovabbi immunjelélései. Immunpozitivitdst mutaté marker molekulak:

GABA, NR2F2. Immunnegativ jeldlések: szomatosztatin, kalretinint, parvalbumin, NOS1, NPY, kalbindin

és kolin-acetiltranszferaz. Skalak: 10 pm.

Kisérleteinkkel egyidében a kutatocsoportunkkal kooperalo seattle-i Allen Institute for
Brain Science kutatdintézet munkatarsai transzkriptom alapu sejttipus csoportositassal tiz
GABAerg interneuron tipust azonositottak a human agykéreg els6é rétegében. A csoportokat
egysejt RNS szekvenaldson alapuld technika segitségével tobb szaz sejtmag molekularis
informaciojanak feldolgozasaval alakitottak ki. A varakozasoknak megfeleléen a
transzkriptomikai osztalyok egy része az ismert marker gének alapjan atfedett az elso rétegben
megtalalhato fobb sejttipusokkal, ugyanakkor eddig ismeretlen csoportok is megjelentek. A
csipkebogyd sejtek immunhisztokémiai profiljat ratérképezve a transzkriptomikai osztalyokra,
az egyik csoporttal atfedd expresszidés mintazatot mutatott: GAD1* CCK*, de CNR1™ SST-
CALB2 PVALB". Az igy beazonositott feltételezett csipkebogyo sejt csoport volt az egyik

w
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5. Eredmények

legjobban elkiiloniild transzkriptomikai osztaly. A csoport sejtjei nagy mennyiségben
expresszaltak a kovetkezd, szinaptikus fenotipus kialakitasaért felelés géneket: szinaptikus
vezikula glikoprotein 2¢ (SV2C), lizoszoma-kapcsolt membran protein-5 (LAMPS5), tranziens
receptor potencial klasszikus alcsalad C-3 (TRPC3), komplexin 3 (CPLX3), neurotripszin
(PRSS12), netrin G1 (NTNG1), hisztamin receptor H1 (HRH1), receptor tirozin-kinaz-szerii
arva receptor 2 (ROR2), szomatosztatin receptor 2 (SSTR2) és taxilin béta (TXLNB). Ezen gének
az axon nodvekedés folyamataban, illetve a szinapszis felépitésének ¢és funkcidjanak
szabalyozasaban jatszanak szerepet, expressziojuk vagy magasan specifikus volt a feltételezett
csipkebogyd sejt csoportra, vagy csak egyetlen masik elsé rétegi sejtcsoportnal volt
megfigyelhetd.

Ezt kovetéen, hogy még nagyobb biztonsidggal Osszekothessiik a morfologiai és
feltételezett transzkriptomikai csipkebogyo sejt csoportokat, tovabbi digitalis PCR kisérleteket
végeztiink. Egyedi csipkebogyo sejtek elektrofiziologiai elvezetését kdvetden begylijtottiik a
sejtek citoplazmajat, amelyekb6l tovabbi potencialis marker géneket vizsgaltunk.
Eredményeink visszaigazoltak a transzkripcids adatokat, amely szerint a csipkebogy6 sejtek
(n=4) CCK, CPLX3, SV2C és TRPC3 pozitivak voltak és csak nagyon kis mennyiségben
(CNR1, n=9), vagy egyaltalan nem (NDNF, n=4) expresszaltak azokat a géneket, amelyeket a
transzkriptomikai csoport sejtjei sem fejeztek ki (7. abra). Az eredményeket a TBP (TATA-
Box Binding Protein) haztartisi génnel normalizaltuk. Osszességében, molekularis
eredményeink erdsen 0sszekapcsoljak az anatomiailag azonositott csipkebogy6 sejteket egy

ujonnan leirt human elsd rétegi transzkriptomikai sejtcsoporttal.

fcﬁ) 40 7. 4bra. Csipkebogy6 sejteken
g?, végzett dPCR Kkisérletek. Whole-cell
g 30 patch-clamp elvezetett csipkebogyd
(>]<) sejtek citoplazmajabol dPCR technika
% 20 segitségével  kvantifikalt  gének
g expresszios mintazata.
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5. Eredmények

Intrinzik elektrofizioldgiai tulajdonsagok

Az anatomiailag azonositott csipkebogyo sejteket nyugalmi membranpotencidljukon
61,34+5,8 mV) hosszu (800 ms) kiiszobpotencial feletti araminjekcioval stimulaltuk, amelyre
stuttering, azaz megszakitasokkal tiizelé vagy szabalytalan tlizelési mintazattal valaszoltak
(Ascoli és mtsai., 2008) (8. A abra). A csipkebogyd sejtek reobazikus tiizelésére jellemz6 vollt,
hogy az egymast rovid id6 intervallummal kovetd akcids potencialokbol alldé sorozatokat
hosszabb, csendes szakaszok valasztottak el egymastol, melyek alatt a membranpotencial
kiiszob alatti oszcillacioja volt megfigyelhetd. Mind az akcios potencial sorozatokban mind e
kiiszob alatti oszcillaciokban a béta és gamma frekvencia savok dominaltak (8. E-G abra). A
kiiszob alatti membranpotencidl oszcillaciok (Zemankovics és mtsai., 2010) atlagos
teljesitménystiriiség-spektruma 3,8 ¢s 80 Hz kdzott magasabb volt a csipkebogyd sejtekben,
mint a neurogliaform sejtekben és a besorolatlan els6é rétegi interneuronokban (8. F abra).
,,Besorolatlan interneuronok”-nak azokat az els6 rétegbdl elvezetett idegsejteket neveztiik,
melyek egyértelmiien sem neurogliaform, sem csipkebogy6 sejt morfologiaval nem
rendelkeztek.

A csipkebogyo sejtek interspike intervallumanak, vagyis az egymast koveto akciods
potencialok kozt eltelt idonek a szorasa (87+64 ms; n=55) magasabb volt mind a neurogliaform
sejtek (41+34 ms; n=16; p<0,001), mind pedig a besorolatlan interneuronok értékeihez
hasonlitva (47441 ms; n=36; p<0,001). A csipkebogyé sejtek magas interspike intervallum
szOras értéke a tiizelési mintdzat mar kordbban emlitett jellegzetes aktiv és csendes
periodusainak valtakozasdnak kovetkezménye. Az elsé rétegi huméan interneuronok
hiperpolarizald6 aramimpulzusra adott fesziiltségvalasza soran jellemzd sag potencial jelenik
meg (Olah és mtsai.,, 2007). Az anatomiailag azonositott csipkebogyd sejteknél mért sag
potencial amplitadoja (1,7340,30; n=55) meghaladta a neurogliaform sejteknél (1,19+0,12;
n=16; p<0,001) és a besorolatlan interneuronoknal (1,29+0,28; n=36; p<0,001) mért amplitado
értékeket is. A csipkebogy6 sejtek bemeneti ellenalldsa (139,6+54,1 MQ) hasonld volt a
neurogliaform sejtekéhez (160,1+55,9 MQ), de alacsonyabb a besorolatlan interneuronokéhoz
képest (216,3+84,4 MQ; p<0,001). A csipkebogyo sejtek iddallanddja (7,3+£3,7 ms) nem
kiilonbozott a neurogliaform sejtekétdl (8,9+2,4 ms; p<0,001), viszont szignifikansan kisebb
volt a besorolatlan interneuronok idéalland6jahoz hasonlitva (11,1+12,5 ms; p<0,001).Az
anatémiailag azonositott csipkebogyo sejtek mas elsd rétegi interneuronokhoz képest eltérd
impedancia profillal rendelkeztek, amelyet az elektrofiziologiai elvezetések soran

exponencialisan novekvd frekvencidju szinuszoid (0,2-200 Hz; 10 mp) aram injekcid
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segitségével hataroztunk meg (8. C-D abra). A csipkebogyo sejtek (n=5) 0,9-12,4 Hz k6zotti
impedancia értéke magasabb volt a neurogliaform (n=5) és mas besorolatlan interneuronok
(n=5) értékeihez képest. A legalacsonyabb frekvencian mért impedancia (Zo2 Hz) hasonld volt
az Osszes elsO rétegben vizsgalt interneuron csoportban (csipkebogyd sejt: 258+81 MQ,
neurogliaform sejt: 279+128 MQ, besorolatlan interneuronok: 261+133 MQ). A csipkebogyd
sejtek rezonancidja (Q; 1,77+0,34) szignifikdnsan nagyobb volt, mint a neurogliaform sejteké
(1,31+0,07; p<0,021) és a besorolatlan interneuronoké (1,37+0,19; p<0,049). A maximalis
impedancidhoz tartozo frekvencia értéke (fmax) a csipkebogyd sejtekben (4,17+1,1 Hz)
meghaladta a neurogliaform sejtekét (1,98+1,04 Hz; p<0,045), viszont a kiilénbség nem volt
szignifikans a besorolatlan interneuronokéhoz képest (2,47+1,47 Hz; p<0,142). A
neurogliaform sejtek és a besorolatlan interneuronok impedancia paraméterei kozott nem

talaltunk szignifikans kiillonbségeket.
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5. Eredmények

8. abra. A csipkebogyé sejtek intrinzik elektrofiziologiai tulajdonsagai. A, Egy jellegzetes csipkebogyo
(fent), neurogliaform (kozépen) és egy besorolatlan elsé rétegi interneuron (lent) tiizelési mintazata. B, A
csipkebogyd sejtek tiizelési mintdzatanak azonositasahoz hasznalt SVM-alapi tulajdonsag-kinyerd
algoritmus a maximalis interspike-intervallum szoras (max. IST SD) és a hiperpolarizacio altal kivaltott sag
amplitido értékek alapjan valasztotta szét (fekete vonalak) az anatomiailag azonositott csipkebogyd (CSB,
piros pottydk) és nem-csipkebogyd sejtek (Nem-CSB, fekete pottydk) csoportjat egymastol. C, D, A
csipkebogyd sejtek (piros) eltéré impedancia profillal rendelkeztek mas elsd rétegi interneuronokhoz (kék:
NGF, fekete: besorolatlan interneuron) képest. C, Anatomiailag azonositott csipkebogyo (piros), NGF (kék)
és egy besorolatlan interneuron (fekete) exponencialisan novekvo frekvenciaja szinuszoid aram injekciéra
(0,2-200 Hz; fekete, fent) adott fesziiltség valaszai. A méréseket a csipkebogyod sejtek 200 Hz-en mért
amplitidoé értékeihez normalizaltuk. D, Fent: Kiilonb6z6 interneuron csoportok normalizalt impedancia (Z)
profiljai. Az arnyékos teriiletek a szorast mutatjak. Lent: A legalacsonyabb frekvencidn mért impedancia
(Zo,2 1z, bal), a rezonancia (Q, k6zépen) és a maximalis impedanciahoz tartozé frekvencia értékek (fmax,
jobb). E, A csipkebogyd sejtek tiizelési mintazatara jellemz6 akcios potencial sorozatok (savval jelolt) és
az azokat megszakitd kiiszob alatti membranpotencial oszcillaciok (keretezett részek) automatizalt
kijelolése. F, Csipkebogyd (CSB, piros), neurogliaform (NGF, kék) és mas besorolatlan elsé rétegi
interneuronok (INT, fekete) kiiszob alatti membranpotencial oszcillacidinak atlagos teljesitménystirtiség-

spektruma. G, Az akcids potencial (AP) sorozatokon beliil mért akcids potencial frekvencia értékek.

A csipkebogyo sejteket az els@ rétegi neurogliaform sejtektél és besorolatlan
interneuronoktol legjobban elvalasztd elektrofiziologiai jellemz6é megtalalasahoz egy SVM-
alapt tulajdonsag-kinyerd algoritmust hasznaltunk. Ez az eljaras a megmeért 200 jellemzd koziil
a maximalis interspike intervallum szoras és a hiperpolarizaci6 altal kivaltott sag amplitado
értékeket (lasd Anyagok és modszerek) talalta a legoptimalisabbnak (8. B abra). Az ezt a két
tulajdonsagot felhasznalva tanitott SVM modell hamis pozitivitasi aranya 0% lett (Osszes
vizsgalt morfologiaval rendelkez6 interneuron: n=107; azonositott csipkebogyo sejtek: n=37),
ennek koszonhetéen fel tudtuk hasznalni a hidnyos anatomiaval rendelkezé sejteket is,

melyekre 'SV M-azonositott csipkebogyo sejt' néven hivatkoztunk.

Csipkebogyo sejtek a helyi mikrohalézatokban

A csipkebogyd sejtek morfoldgiai, molekularis és elektrofizioldgiai jellemzését
kovetden a helyi mikrohaldzatokban betoltott szerepét kezdtiik el feltérképezni. Tobbszoros

elektrofiziologiai elvezetéseket végeztiink csipkebogyo sejteken és azok potencialis pre- és
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posztszinaptikus neuronjain (9. abra, 10. abra). A feltételezett partnersejtek kivalasztasa soran
nem preferdltunk egyetlen neuron tipust sem, az elvezetések véletlenszeriien torténtek a
csipkebogyo sejtek szomajatol horizontalis iranyban ~100 pm, vertikalis iranyban ~200 pm

sugaru teriileten, az els6tdl a harmadik rétegig.
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Osszesen 226 esetben teszteltiik morfologiailag (n=43), illetve SVM-azonositott
csipkebogyo sejtek (n=24) potencialis preszinaptikus kapcsolatait, amely soran az els6 rétegi
interneuronok 45%-a allt szinaptikus kapcsolatban a vizsgalt csipkebogyo sejtekkel (9. abra).
A csipkebogy¢ sejteken IPSP-ket kivalto elsd rétegi GABAerg sejtek kapcsoltsagi rataja (KR)
sejttipusonként eltéré volt. A neurogliaform sejtek (n=10) 100%-a (n=10), a csipkebogyo sejtek
(n=12) 17%-a (n=2), mig a besorolatlan interneuronok (n=35) 40%-a (n=14) szinaptizalt
csipkebogyd sejteken. Ugyanakkor nem talaltunk egyetlen olyan masodik rétegi (a 1-2.
réteghatar alatti 70 um-es savban) interneuront (n=9) sem, amelyik csipkebogyo sejttel allt
volna szinaptikus kapcsolatban. A csipkebogyo sejtekre érkezo IPSP-k amplituddja az egyes
preszinaptikus interneuron tipusok esetében a kovetkez6 volt: neurogliaform sejtek (0,98+0,71
mV; 10. A abra), csipkebogyo sejtek (0,92+0,59 mV), besorolatlan interneuronok (1,50+1,31
mV). A paros pulzus stimulaciora kapott IPSP-k amplitidoja rovid tavia depressziot mutatott,
aranyaik a kovetkezéképpen alakultak a preszinaptikus sejttipustol fiiggéen: neurogliaform
sejtek (0,42+0,48), csipkebogyo sejtek (0,27+0,04), besorolatlan interneuronok (0,71+0,26). A
csipkebogyd sejtekhez a 2/3. rétegi piramis sejtektél (n=160) helyi serkentd bemenetek csak
elvétve érkeztek (n=8, KR=5%), a regisztralt monoszinaptikus EPSP-k amplitadoja 3,36+1,46
mV, paros pulzus aranya pedig 0,68+0,12 volt (10. B abra). Azt a human agykéregben

korabban megfigyelt nagyhatékonysagu serkentést, amely soran egy piramissejt egyetlen
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akcios potencialja képes a posztszinaptikus kosar- és axo-axonikus sejteket kiiszob folé
depolarizalni (Molnar és mtsai., 2008, 2016; Szegedi és mtsai., 2016), a csipkebogyd sejtek
esetében nem figyeltiik meg. Osszességében megallapithatjuk, hogy a csipkebogyo sejtek helyi
bemenetei tulnyomo tobbségében GABAerg interneuronoktol érkeznek, szem el6tt tartva, hogy
az agyszelet készités folyamata soran potencialisan levagott piramissejt axon kollateralisok (10.

B abra) kovetkeztében a piramissejtek altal kivaltott EPSP-k mennyisége alulreprezentalt lehet.

A B
o ‘ ) | 40 mv
120 mV 1 | 50 ms
400ms 577 -
’ B 2/3( | |40 mV 213 Jlé -
. %0ms | 1 mv
C
120 mV 100 ms
-200 a
t e Postszinaptikus J JWM_“IU,WJ,
¢S 1001°® * LPR o
£ = « CSB :
58 0 * INT [
t » * NGF
% o 100 Nem-llgi':lFEJcsolt J
58 200 . po
3.9 _AA1™2A  C*INT Ty
@ E -100 0 100 120 m\V/
o E CSB szématd| mért } L 50 ms
~ > horizontalis tavolsag (um) I —

37



5. Eredmények

10. abra. A csipkebogy6 sejtek lokalis szinaptikus kapcsolatai. A, Egy neurogliaform-csipkebogyo sejt
szinaptikus jelatvitel. Baloldal: a preszinaptikus neurogliaform sejt (kék) és a posztszinaptikus
csipkebogyo sejt (piros) tiizelési mintazata. Jobboldal: a neurogliaform sejt (sotétkék: széma; vilagoskék:
axon) és csipkebogyo sejt (bordo: szoma és dendritek; piros: axon) fénymikroszkopos rekonstrukcioja
(fent). A neurogliaform sejt akcids potencialjai (kék) lassu IPSP-t valtanak kis a piramissejtben (piros,
lent). B, Egy piramissejt-csipkebogyo sejt kapcsolat. Baloldal: a preszinaptikus piramissejt (zold: tiizelési
mintazat, szoma és dendritek; fekete: axon) és a posztszinaptikus csipkebogyo sejt (bordd: széma és
dendritek; piros: axon, tlizelési mintazat) anatomiai rekonstrukcidja (fent) és tiizelési mintazata (lent).
Jobboldal: a piramissejt kivaltott akcios potencialjai (zold) EPSP-ket valtanak ki a csipkebogy6 sejtekben
(piros). C, Csipkebogyo sejtek potencialis posztszinaptikus célsejtjeinek azonositasa és térbeli eloszlasa.
D, Egy csipkebogy6 sejt és egy 3. rétegi piramissejt szinaptikus kapcsolata. Baloldal: a preszinaptikus
csipkebogy6 (piros) és a posztszinaptikus piramissejt (zold) tiizelési mintazata (fent). A csipkebogyo sejt
(piros) akcios potencialjai IPSP-ket valtanak ki a piramissejtben (z6ld, lent). Jobboldal: a sejtparrol késziilt
fluoreszcens konfokalis felvételen latszik, ahogy a csipkebogyd sejt (CSB) axonfelhdje a 3. rétegi
csipkebogy6 sejt-neurogliaform sejtpar. Baloldal: a preszinaptikus csipkebogyo sejt (piros) és a
posztszinaptikus neurogliaform sejt (kék) tiizelési mintazata (fent). K6zépen: a csipkebogyd (bordd: szoma
és dendritek; piros: axon) és neurogliaform sejt (kék: szoma és dendritek) fénymikroszkopos
rekonstrukcioja. Jobboldal: a csipkebogyd sejt (piros) akcids potencialjai IPSP-ket valtanak ki a

neurogliaform sejtben (kék).

A csipkebogy6 sejtek (morfoldgiailag azonositott: n=49, SVM-azonositott: n=13)
ellenben ritkdn szinaptiziltak interneuronokon (KR=8%). Osszesen 197 esetben teszteltiik
csipkebogyd sejtek potencialis kimeneteit, amelynek eredményeképp n=1 posztszinaptikus
neurogliaform sejtet (n=10; KR=10%), n=2 csipkebogyd sejtet (n=12; KR=17%), n=2
besorolatlan elsé rétegi interneuront (N=40; KR=5%) azonositottunk. Piramissejtek esetében a
2. rétegi piramissejteket (n=100) alacsony (n=5, KR=5%), mig a 3. rétegi piramissejteket
(n=35) nagyobb kapcsoltsagi rata (n=16, KR=46%) jellemezte (9. abra, 10. abra). A 3. rétegi
piramissejtek kdzé azokat a piramissejteket soroltuk, ahol a szoma tobb, mint 70 pm-rel az 1—
2. réteghatdr alatt volt talalhat6. Farmakoldgiai kisérleteink soran a csipkebogy6 sejtek altal
kivaltott IPSP-ket a GABAAa receptor antagonista gabazin (n=4, 10 uM, 11. A abra)
alkalmazaséval sikeriilt blokkolni, igy eredményeink bizonyitjak, hogy a csipkebogyd sejtek
altal kivaltott IPSP-ket GABAA receptorok kozvetitik. A csipkebogyd sejtek altal kivaltott
IPSP-k amplitudo értéke nagyobb volt a posztszinaptikus interneuronokon (0,43+0,37 mV),
mint a 3. rétegi piramissejteken (0,09+0,06 mV, p<0,05). Ezen eredmények szerint a

38



5. Eredmények

csipkebogyc') sejtek els6ésorban azokat a piramissejteket célozzak meg, amelyek az elso rétegbe
véletlenszerlien kivalasztott csipkebogyd sejt (n=6) boutonokbol (n=64) készitett
sorozatmetszeteken a megfigyelt axon terminalisok kizardlag dendrittérzseken szinaptizaltak
(100%; 11. C abra). A posztszinaptikus dendritek (n=46) tovabbi ultrastrukturalis vizsgalata a
legtobb esetben piramissejt dendritekre jellemzdé dendrittiiskék és elszort szimmetrikus
szinapszisok jelenlétét mutatta ki (n=41; 86%; 11. D abra). A fennmarado 5 esetben (11%) a
vizsgalt dendriteken nem voltak dendrittiiskék, illetve a dendrittorzsekre aszimmetrikus

szinapszisok érkeztek, igy nagy valoszinliséggel interneuronokhoz tartoztak.
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11. 4bra. A csipkebogyé sejtek szinaptikus kimeneteinek farmakolégiai és elektronmikroszkopos
vizsgalata. A, Egy csipkebogyo-piramissejt kapcsolat farmakologiai jellemzése. A preszinaptikus
csipkebogyé sejt akcids potencéljai (piros) altal a posztszinaptikus 2/3. rétegi piramissejtben kivaltott
IPSP-k (z61d) gabazin hatasara eltiintek. B, A csipkebogyo sejtek CNR1 expresszidjanak funkcionalis
tesztelése. A preszinaptikus csipkebogyd sejt akcios potencidljai (piros, fent) IPSP-ket valtottak ki a
posztszinaptikus csipkebogyo sejtbdl (piros, lent). Az AM251, CNR1 antagonistanak nem volt hatasa a
kivaltott IPSP-kre. C, Dendrittérzseken (d; zold) szinaptizalé biocitinnel t6ltétt csipkebogyd sejtek (n=3)
axon termindlisairdl (b; piros) késziilt elektronmikroszképos felvételek (baloldali panelek) és
haromdimenzios rekonstrukciok (jobboldali panelek). A szinaptikus rés hatarait nyilak jelolik. Skalak:
200 nm. D, Egy biocitinnel toltott csipkebogyo sejt boutonrol (b; piros) késziilt elektronmikroszkopos
felvétel (baloldali panel) és haromdimenzids rekonstrukcio (jobboldali panel), amely egy dendrittiiskék (s;

nyilak) alapjan azonositott piramissejt dendrittdrzsén (d; zold) szinaptizal. Skalak: 500 nm.
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Korabbi vizsgalatok CCK immunpozitiv interneuronokban funkcionalis preszinaptikus
CB1 kannabinoid receptor expressziot mutattak ki patkany agykéregben (Katona és Freund,
2012). Azonban immunhisztokémiai és dPCR eredményeinket megerdsitve (5. abra, 7. abra)
elektrofiziologiai kisérleteink sem igazoltak CNR1 expressziot a CCK immunpozitivitast
mutatd csipkebogyo sejtekben. Whole-cell patch-clamp elvezetett csipkebogyé sejtek (n=4)
altal kivaltott IPSP-kre az AM251, CNR1 antagonistanak nem volt hatasa (11. B abra).

A huméan neuronhalézatokra jellemzéek az egyetlen neuron altal kivaltott
poliszinaptikus eseménysorozatok (Molnar és mtsai., 2008, 2016; Szegedi és mtsai., 2016).
Kisérleteink kimutattak, hogy a csipkebogyé sejtek is részt vesznek az egy-sejt-aktivalta
halozati eseményekben. Elektrofizioldgiai elvezetéseink soran masodik (n=1) és harmadik
rétegi (n=2) piramissejtek altal kivaltott diszinaptikus IPSP-ket és egy axo-axonikus sejt altal
kivaltott poliszinaptikus EPSP-ket regisztraltunk posztszinaptikus csipkebogy6 sejtekben.

A mono- és poliszinaptikus kémiai szinapszisok mellett, a human interneuronok
elektromos szinapszisokon keresztiil is kapcsolatban allnak egymassal (Olah és mtsai., 2007).
A csipkebogyo sejtek (n=9) egymas kozott homolog (n=5, KR=56%, 12. abra), mas tipusi
interneuronokkal (n=18) heterolog elektromos szinapszisokat (n=2, KR=11%) alakitanak ki.
Az elektromos szinapszisok kapcsoltsagi koefficiensének vizsgalatat egy hiperpolarizalo
aramlépcsoével végeztiik, ami az els6 sejtbe injektalva atterjed a masodik sejtbe. A csipkebogyd
sejtek elektromos szinapszisainak kapcsoltsagi koefficiense (0,05+0,05) mas human és patkany

interneuronokéhoz (Olah és mtsai., 2007) hasonl6 volt.
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12. abra. A csipkebogyo sejtek elektromos szinapszisokon keresztiil halozatokat alkotnak. A, Fent:
Harom csipkebogyo sejt tiizelési mintazata (CSB1: piros; CSB2: narancssarga; CSB3: barna). Lent: A
CSBI1 sejtbe injektalt hiperpolarizacidés dramlépcsé kolesonosen atterjedt a CSB2 és CSB3 sejtekbe,
meger6sitve a sejtek kozotti reciprok elektromos szinapszisok jelenlétét. Pre: hiperpolarizald aramlépcso
megjelenése az els6 sejtben, poszt: hiperpolarizald dramlépcsé tovabb terjedése. B, A hiperpolarizacios jel
terjedésének utvonala a CSB1 (piros), CSB2 (narancssarga) és CSB3 (barna) sejtek feltételezett

dendrodendritikus elektromos szinapszisain (nyilak) keresztiil (sziirke: tovabbi dendritek).
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Az elsO réteget eléré piramissejtek disztalis dendritjeit célzd csipkebogyo sejtek
feltehetden a dendritikus jelfeldolgozds szabalyozdsdban vehetnek részt. A vizsgalt
csipkebogyo sejtek 2,6+1,5 (min.-max.: 1-4) feltételezett szinapszist alakitottak ki harmadik
rétegi piramissejtek dendritjein, a posztszinaptikus piramissejtek (n=5) szomajatol 29+98 um
(min.-max.: 94-455 um) tavolsagra. Feltételezett szinapszisnak tekintettiik azokat az
egyiittallasokat, ahol az egyik Sejt axonterminalisa annyira megkdzelitette egy masik sejt
dendritjét vagy sejttestét, hogy fénymikroszkoppal a két struktarat mar nem lehetett
elkiiloniteni. A posztszinaptikus piramissejtekre (n=5) érkez6 IPSP-k felfutési ideje (rise time;
7,3+2,4 ms; min.-max.. 3,8-10,1 ms) korrelalt a feltételezett szinapszisok szomatol valod
tavolsagaval (p=0,90; p=0,04, Spearman-korrelacio). Szinaptikusan kapcsolt csipkebogyo sejt-
piramissejt paroknal (n=6) a csipkebogyo sejteket Alexa Fluor 594 fluoreszcens festékkel
toltottiik, hogy lathatéva tegylik a preszinaptikus axon kollaterdlisokat, a posztszinaptikus
piramissejteket pedig Oregon Green BAPTA-1 kalcium indikatorral, hogy kovethet6 legyen a
dendritek lefutasa és mérni tudjuk a dendritikus Ca?*-dinamikét (13. abra). A csipkebogy6
sejtek elsd akcids potencialja altal a posztszinaptikus piramissejtek disztalis dendritjein
kivaltott IPSP-k amplituddja a szomaban mérve 35,6+24,7 uV volt (13. A, B abra). A huméan
neuronoknal korabban leirt akcids potencial dendritikus visszaterjedést (Verhoog és mitsai.,
2013; Kerekes ¢és mtsai.,, 2014) kisérleteink soran is sikerilt kimutatni. A vizsgalt
posztszinaptikus harmadik rétegi piramissejtek disztalis dendritjein szomatikusan kivaltott
akcios potencial sorozatokat (100 ms-0s aram injekcio, 4 akcids potencial/sorozat) kovetéen
detektalhatd Ca?* valaszokat mértiink. Az elsé rétegben futd apikélis dendritagak szamos
pontjan (17+£8) kovetkezetesen mérhetd volt a fluoreszcencia intenzitas valtozas (AF/F;
17,247,3%), ami alatamasztja az akcids potencial visszaterjedését a piramissejtek disztalis
dendrit szakaszaiba (13. C abra). Méréseinkhez olyan teriileteket valasztottunk, ahol az Oregon
Green BAPTA-1 indikatorral jelolt posztszinaptikus apikalis dendritagak atfedtek az Alexa
Fluor 594 festékkel jelolt preszinaptikus csipkebogy6 sejt axon arborizacidval. Ezt kdvetden
valtakozva valtottunk ki akcidés potencial sorozatokat kizardlag a piramissejtekben, majd
egyidejlileg a sejtpar mindkét tagjaban (13. B-F abra). Kontrollnak azokat a méréseket
tekintettiik, amikor csak a piramissejtekben tortént aktivacié. A visszaterjedd akcids
potencidlokkal egyiddben aktivalt csipkebogyd sejt bemenetek képesek voltak lecsdkkenteni a
Ca®* jelek amplitidojat a kontroll értékekhez képest (n=6; 12,8+4,6% vs. 18,8+5,7% A F/F,
p<0,02; 6. C abra) a posztszinaptikus sejt dendritjeinek egy vagy két mérési pontjan (6. G

abra). A preszinaptikus axon arborizaci6 és a posztszinaptikus dendriteken 1évé mérési pontok

41



5. Eredmények

N

A B ~Cizomv100ms G

it

o‘f’%

normalizalt
am plltudc')l

13. abra. A humian csipkebogyé sejtek szegmens-specifikusan szabalyozzak a piramissejtek
disztalis apikalis dendritagaiba visszaterjedé akcios potencialokat. A, Fent: Egy preszinaptikus
csipkebogyd sejt (piros) és egy posztszinaptikus piramissejt (z6ld) tiizelési mintdzata. Lent: A
csipkebogy6 sejt akcids potencialjai (piros) IPSP-ket valtanak ki a piramissejtben (z6ld). B, A
csipkebogy6 sejt (bordd: szoma é€s dendritek; piros: axon) és a 2/3. rétegi piramissejt (z0ld: szoma és
dendritek) fénymikroszkopos rekonstrukcidja. A piramissejt disztalis dendritagait a csipkebogy6 sejt
axon terminalisok harom helyen kozelitették meg olyan mértékben, hogy azokat feltételezett szinapszis
helyeknek tekintettiik (a, b és c). C, Ismétl6do akcios potencial sorozatokat valtottunk ki a piramissejtben
(z6ld) mikdzben a csipkebogyd sejt kimenetét (piros) ki-be kapcsolgattuk, amelyet minden masodik
piramissejt akcios potencial sorozat eldtt inditottunk. Mindekézben a piramissejt disztalis apikalis
dendritigainak szamos pontjan vizsgéltuk a Ca?*-dinamikat. Az E és F paneleken feltiintetett 1-es
mérbhelyen detektalt Ca?*-szint véltozast a fekete vonal jelzi. D, A B panel bekeretezett teriiletén egy
feltételezett szinapszis helyet jeldltiink (a), ami a csipkebogy6 sejttél érkezik a piramissejt egyik disztalis
dendritagara (zold). E, A whole-cell elvezetés soran késziilt konfokalis felvétel a D panelen mutatott
teriiletrél (CSB, piros: csipkebogyo sejt szoma; PIR, z6ld: piramissejt dendrit; a: feltételezett szinapszis
hely; 1, 2 és 3: Ca?*-dinamika mérési pontok). A human neuronok citoplazmajaban talalhat6 lipofuscinok
jellemzdéen erés autofluoreszcenciat mutatnak (zold foltok). F, A D panelen lathaté anatdémiai
rekonstrukcio rahelyezése az E panel konfokalis felvételére. G, A piramissejt tiizelése alatt a csipkebogyo
sejt egyiittes aktivalasaval, illetve nélkiile mért Ca?* jelek normalizalt amplitaddi a piramissejt
dendritjének harom kiilonb6z6 mérési helyén (1, 2 és 3). A csipkebogyo sejt bemenet egyideji aktivalasa
a piramissejt visszaterjedé akcids potencialjaival az 1-es mérési ponton (1) szignifikansan (p=0,02)
lecsokkentette a Ca®* jeleket. Az 1-es mérési pont volt a legkdzelebb (8 um) a feltételezett szinapszishoz,
mig a 2-es és 3-as mérési pontokon nem volt mérhetd kiilonbség (2: p=1,0; 3: p=0,27), amelyek 21 um

és 28 um tavolsagra voltak a feltételezett szinaptikus kapcsolattol.
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elhelyezkedése 4 sejtpar esetében keriilt pontos feltérképezésre az elvezetéseket kovetden. A
csipkebogyd sejt bemenetek aktivalasa csak ott volt képes lecsokkenteni a Ca?" jelek
amplituddjat, ahol a posztszinaptikus dendritek kozeli szakaszara (8+5 um) feltételezett
szinapszisok érkeztek a csipkebogy6 sejtektdl. A csipkebogyd sejteknek nem volt mérhetd
hatasa a dendritek tavolabbi pontjain (2114 pm; 13. D-G abra). Az eredmények alapjan
feltételezhetjiik, hogy a csipkebogyo sejtek szegmens-specifikus gatlassal szabalyozhatjak a
human piramissejtek dendritikus Ca®" elektrogenezisét, hozzajarulva a dendritikus

jelfeldolgozas folyamatahoz.
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Kutatocsoportunk egy eddig ismeretlen idegsejt tipust azonositott az emberi agykéreg
elsé rétegében. A csipkebogyd sejtnek nevezett 0 sejttipust jellegzetes morfologiai,
elektrofiziologiai és molekularis tulajdonsagai alapjan definialtuk. Az egyes jellemzoék erds
Osszhangban allnak egymadssal, igy a csipkebogy6 sejtek egy olyan hatarozottan elkiiloniilo
sejtcsoportot alkothatnak, mint példaul a nagymértékben specializalt kandelaber sejtek.
Ismereteink szerint mindeddig sem human, sem ragcsaloé agykéregben nem irtak le hasonld
fenotipussal rendelkez6 interneuron tipust.

Munkankkal parhuzamosan az Allen Institute for Brain Science kutatointézetben
transzkriptom alapt sejttipus csoportositas Soran tiz GABAerg interneuron tipust azonositottak
a human agykéreg elso rétegében. A mindeddig leirt 8 human agykérgi GABAerg sejttipushoz
képest (Lake és mtsai., 2016) eredményeik mar egyetlen rétegen beliil is joval komplexebb
képet mutatnak, amelynek hatterében a szekvenalasi technikék fejlodése és a megndvelt
mintavételi szam allhat. Eredményeiket erésiti Markram és munkatarsainak kutatasa, amely
soran mas modszerekkel szintén hasonldan nagyszamu neuron csoportot sikeriilt azonositaniuk
patkany agykéreg elsé rétegében: Osszesen 6 morfologiai és 17 morfo-elektrofizioldgiai
csoportot (Markram és mtsai., 2015). Az Allen Institute munkatarsaival egyiittmiikodve
Osszevetettiik a transzkriptomikai osztalyok és a csipkebogy6 sejtek molekularis profiljat. A
vizsgalat soran atfedést talaltunk az egyik transzkriptomikai csoport és a csipkebogyo sejtek
expresszios mintazata kozott: GAD1" CCK', de CNR1™ SST- CALB2 PVALB™. Az igy
beazonositott feltételezett transzkriptomikai csipkebogyd sejt csoport €s a morfologiailag
azonositott csipkebogyo6 sejtek kapcsolatat tovabbi digitalis PCR kisérletekkel erdsitettiik meg.
Az azonositott csipkebogyo sejtek begyiijtott citoplazmajabol nyert dPCR eredményeink
visszaigazoltak a transzkripcios adatokat, ezaltal a két csoport sejtjei erdsen Osszekothetdvé
valtak. Az amerikai kutatok a csipkebogyo sejt transzkriptomikai csoportot fluoreszcens in situ
hibridizacioval (FISH) vizsgaltdk tovabb, amely soran pozitiv és negativ marker gén
kombinaciokkal végeztek harmas jeloléseket a human medidlis temporalis lebeny elsd
rétegében. A FISH jelolések minden esetben megerdsitették a transzkriptomikai eredményeket,
példaul megfigyeltek CCK* CNR1" LAMP5*, CCK* PDGFRA" SOX13" és CCK* TRPC3*
CPLX3" sejteket is. A kiilonboz6é harmas jelolések alapjan a csipkebogyo sejtek aranyat 10-
15%-ra becsiilték az els6 rétegi GABAerg neuronok kozott, amely teljes mértékben megfelel a

kutatocsoportunk altal korabban kimutatott 13%-os eléfordulasi aranynak. Tovabbi harmas
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FISH vizsgalatokkal a temporalis lebeny mellett a frontalis és parietalis kérgi teriiletek elsé
rétegében IS azonositottak csipkebogy6d sejteket, tehat minden olyan teriileten, ahol a
morfologiai és elektrofizioldgiai kisérletek torténtek. Lake és munkatarsai altal azonositott
neuron csoportok koziil az In4 elnevezésli volt a legnagyobb mértékben megfeleltethetd a
csipkebogyd sejtek transzkriptomikai csoportjaval, amelyeket mind a hat vizsgalt kérgi
teriileten (frontalis, temporalis és vizualis) sikeriilt azonositaniuk (Lake és mtsai., 2016).

Az agykéreg sejtes felépitésének evolucios konzervaltsaga napjainkig kutatott terilet.
Hagyomanyosan, a neuron tipusok azonositdsa a molekularis markerek, illetve az axon és
dendrit morfoldgia leirasaval tortént (Freund és Buzsaki, 1996; Kawaguchi és Kubota, 1997;
Markram ¢és mtsai., 2015; Tasic és mtsai., 2016). Tobb sejttipus esetén kiilonb6z6 fajokban is
beazonosithatok a fobb molekularis és morfo-fiziologiai tulajdonagok (Kisvarday és mtsai.,
1990; Olah ¢s mtsai., 2007; Ascoli és mtsai., 2008), azonban ismertek olyan sejttipusok is,
amelyek jelentds kiilonbségeket mutatnak fajok kozott (DeFelipe, 1997; Xu és mtsai., 2004;
Lein és mtsai., 2007; Hawrylycz és mtsai., 2012; Varga és mtsai., 2015). Az egyes neuron
tipusok human aspektusainak vizsgalata fokozott nehézségekbe {itkozik, ami korlatozza az
emberi idegsejtek és azok haldzati miikodésének megismerését (Kisvarday és mtsai., 1990;
Molnér és mtsai., 2008, 2016; Olah és mtsai., 2009; Testa-Silva és mtsai., 2010; Hawrylycz és
mtsai., 2012; Verhoog és mtsai., 2013; Miller és mtsai., 2014; Wang és mtsai., 2015; Lake ¢és
mtsai., 2016; Szegedi és mtsai., 2016). Az agykérgi sejtek morfologiai, elektrofiziologiai €s
molekularis markerek alapjan torténd csoportositasaval évtizedek alatt sem sikeriilt olyan
egységesen elfogadott rendszertant feldllitani, ami egyetemesen elfogadott lenne. Munkank
soran az Allen Institute kutatoival kombinaltuk a huméan post mortem €s mitétekbdl szarmazo
szovetmintakon végzett vizsgalatokat, amely hatékony technikai megoldasnak bizonyult. Az
egyidében akar tobb ezer sejtbdl nyert transzkriptomikai adatok statisztikai analizisével
elvalaszthatok egymastol a kiilonbdzé neuron csoportok, pontos képet alkotva azok szamarol
¢s molekularis profiljarol, beleértve az egészen ritka sejttipusokat is. A transzkriptomikai
csoportok meghatarozasat kovetden lehetdség nyilik azok morfoldgiai és elektrofiziologiai
jellemzésével a sejttipusok teljeskoric multimodalis feltérképezésére (Yuste és mtsai., 2020).
Az egysejt transzkriptomikai eredmények a sejtcsoportositdshoz sziikséges molekularis
adatokat, az elektrofiziologiai vizsgalatok pedig a csoportok funkcionalis jellemzését
biztositjdk. Ezen technikai pdarositassal kimagaslo hatékonysaggal azonosithatok,
jellemezhet6k kiilonboz6 fajok ismert és eddig nem azonositott sejttipusali, illetve feltarhato
azok evolucios konzervaltsaganak mértéke. Az elmult években egyre tobb tanulmany sziiletik

a transzkriptomikai sejtcsoportok fajok (Hodge és mtsai., 2019), illetve kiilonbozé kérgi
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tertiletek kozti (Tasic és mtsai., 2018) Osszehasonlitasarol. A leirt modszer kombinacidval
azonositottak a ragcsalok agykérgében. Mindez nem bizonyitja ezen sejtek teljes hianyat,
azonban tekintve a szamottev6 szakirodalmi adatot, ahhoz, hogy ezek a sejtek mindeddig rejtve
maradhassanak vagy rendkiviil ritkanak vagy kisérleti szempontbo6l ,,nehezen vizsgéalhatonak™
kell lenniiik. A csipkebogyo sejtek teljes transzkriptomikai profiljat megismerve tovabbi
vizsgalatokra nyilt lehetdségilink, amely sordn hasonld expresszids mintdzati sejttipusokat
kerestiink mas fajok agykérgében. Egy korabbi nagyszabasu tanulmanyban egér elsédleges
latokérgi neuronok egysejt RNS szekvenalason alapuld csoportositasat végezték (Tasic és
mtsai., 2016). Osszehasonlitva az egér transzkriptomikai csoportokat a csipkebogy6 sejtek
expresszios mintazataval egyetlen csoport sem mutatott jelentés mértéki atfedést. A legtobb
csipkebogyo sejt-specifikus gén nem egy csoporton beliil vagy egyaltalan nem fejez6dott ki az
egér neuronokban. Annak ellenére, hogy az 6sszehasonlitds human temporalis kéreg és egér
latokéreg kozott tortént, az eltérés feltételezhetden nem a regionalis kiillonbségekbdl szarmazik,
hiszen morfoldgiailag azonositott csipkebogy6 sejteket tobb humdan agykérgi régidban is
azonositottunk. A csipkebogyd sejtek molekuléris profiljahoz legkdzelebb 4all6 ragesald neuron
csoportot egy ujabb tanulmanyban azonositottdk (Hodge és mtsai.,, 2019). Hodge ¢és
munkatarsai agykérgi mintdk mind a hat rétegébdl szarmazo tobb ezer human és egér agykérgi
sejt transzkriptomikai csoportositasat végezték el. A begyljtott sejtek egysejt RNS
szekvenalasat, majd csoportositadsat kovetden vizsgaltdk az egyes sejtcsoportok fajok kozti
konzervaltsagat. Eredményeik alapjan az egér agykérgi neurogliaform sejtek a human
csipkebogyd sejtek homolog sejtcsoportjanak tekinthetdk.

A CCK immunpozitiv sejtek ragcsalokban magas CB1 kannabinoid receptor expressziot
mutatnak és szerepet jatszanak a periszomatikus gatlasban (Katona és Freund, 2012). A
csipkebogyd sejtek bouton morfologidja és/vagy kompakt axon arborizacidja emlékeztet a
macska kéreg mélyebb rétegeiben leirt dendritcélzo €s clutch sejtekhez, amelyek elssorban
proximalis dendritekhez kiildik axon terminalisaikat (Kisvarday és mtsai., 1985; Tamas ¢és
mtsai., 1997). A CCK-pozitiv csipkebogyo sejtek azonban nem fejeznek ki CB1 kannabinoid
receptort és foként a piramissejtek disztalis dendritjein szinaptizalnak. Ragcsald kéregben Lee
¢s munkatarsai az elsd rétegi gatld neuronhaldzatok atfogo feltérképezése soran két olyan
interneuron tipust azonositottak, amelyek feed-forward interneuron-interneuron szinaptikus
jelatvitelben vesznek részt (Lee és mtsai., 2015). Eredményeik alatamasztjak azt az elképzelést,
amely szerint a ragcsalok elsé rétegében nem talalhatdé a csipkebogyd sejtekéhez hasonld

homolog tutvonal, melyek monoszinaptikus kapcsolatokon keresztiil elsGsorban a
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piramissejteket célozzak meg. Mindemellett, a ragcsald kéregben az a fokalis rétegek kozti
gatlas sincs jelen, ami a csipkebogyo sejtek kompakt axonfelhéjére korlatozodva a piramissejt
oszlopok disztalis dendritjeire érkezik; az egér feed-forward gatlo kapcsolatok posztszinaptikus
célsejtjeik felé ezzel ellentétben jellemzOen vertikalis iranyban terjednek tovabb (Lee és mtsai.,
2015).

A ragcsald kéregbdl hianyzo vagy nagymértékben specializalédott humén neuron
tipusok feltehetéen olyan szinten modositjak a huméan agykérgi halozati miikddéseket
(Markram és mtsai., 2015; Gjorgjieva és mtsai., 2016; Tremblay és mtsai., 2016), hogy azok
nem modellezheték ragcsalokban. A csipkebogyd és mas dendritcélzo interneuronok
kiilonbségeinek pontos feltérképezéséhez tovabbi célzott vizsgalatok sziikségesek. A
csipkebogyd sejtek feltételezhetden kiilonds jelentdséggel birnak a visszaterjedé akcios
potencialok szabalyzasanak folyamataban és a beérkez6 serkenté bemenetek parositasaban. A
ragcsaldo dendritek membran kapacitancia értékeihez képest a human piramissejtek egyes
tanulmanyok szerint (Eyal és mtsai., 2016) joval alacsonyabb értéket mutatnak, amely eldsegiti
az akcios potencidlok visszaterjedését és noveli a serkenthetéséget a human dendritekben
(Verhoog és mitsai.,, 2013; Kerekes és mtsai., 2014). Annak ellenére, hogy ezeket az
eredményeket nem minden esetben erdsitették meg (Beaulieu-Laroche és mtsai., 2018), a
csipkebogyd sejtek aktivitasanak szerepe lehet a piramissejt akcids potencialok disztalis
dendritekbe torténd visszaterjedésének csillapitdsdban. Ez a folyamat biztosithatja azt a
kiegészitd gatld kontrollt, amely sziikséges lehet a human dendritek potencialisan magasabb
ingerelhetéségének (Eyal és mtsai., 2016) Kkiegyenstulyozasahoz. A csipkebogyo sejtek
modulalhatjak az els6 rétegbe érkezd serkentd bemenetek ¢€s a visszaterjedd akcids potencialok
kozti kolesonhatasokat, ami azt a feltételezést erdsiti, hogy a csipkebogyo sejtek részt vehetnek
az agyféltekén beliili haldézati miikddések finomhangolasdban (Palmer és mtsai., 2012). Az
egyedi csipkebogy6 sejtekben mért kiiszob alatti membran potencial oszcillaciok legnagyobb
csticsa a théta tartomanyban mérhetd, amely aktivitas feltételezhetden szétterjed az elektromos
szinapszisokon keresztiil kapcsolt csipkebogyd sejt haldzatokban. Mindez potencialisan
hozzéjarulhat ahhoz, hogy a csipkebogyo sejtek fazis-szelektiven kdlcsonhatasba lépjenek mas
agyi teriiletekrdl érkez6 bemenetekkel, hasonléan példaul az oszcillacio-fiiggd memoria
konszolidacio folyamatahoz (Freund és Buzsaki, 1996; Klausberger €¢s Somogyi, 2008). A
humanspecifikus neuron tipusok szerepe a halézati funkcidk koros -elvaltozasainak
megértésében is fontos lehet. Példaul szamos csipkebogyo sejt szelektiv marker kockazati
tényezoként jelenik meg kiilonboz6 neuropszichiatriai betegségek esetén, tobbek kozott a netrin

G1 (NTNG1) mutacidja Rett szindroma (Borg és mtsai., 2005), a neurotripszin (PRSS12) gén
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hibaja pedig értelmi fogyatékossag (Molinari és mtsai., 2002) kialakulasahoz vezethet. Szamos
igéretes kutatasi eredményt ismeriink ragcsaloban modellezett neuropszichiatriai kérképek
kezelésérdl, azonban ezeknek az ismereteknek a human klinikumba torténd atiiltetéséhez
elengedhetetlen az emberi idegsejtek és az altaluk alkotott halézatok szervez6désének jobb
megismerése (Cavanaugh és mtsai., 2014; Mak és mtsai., 2014).

Az emberi agymikodés megértésének egyik alapvetd 1épése az agykérgi idegsejt
tipusok ¢&s a koztiik 1évo halozati kapcsolatok megismerése. Kutatdcsoportunk altal azonositott
és jellemzett csipkebogyo sejtek egy eddig ismeretlen jol elkiiloniilé sejtcsoportot alkotnak
mind morfologiai, elektrofiziologiai és szinaptikus fenotipusuk, valamint molekularis profiljuk
alapjan egyarant. A csipkebogy¢ sejtek tanulmanyozasat és a tovabbi human kérgi sejttipusok
szisztematikus feltérképezését a vizsgalt sejtszamok novelésével és mélyebb kérgi rétegek

bevonasaval tervezziik folytatni.
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A sejtes szervezOdés legOsszetettebb strukturaja az emlds agykéreg, amely az agy
legmagasabb rendii tevékenységét ellatd része. Az emberi agymiikodés megértésének egyik
alapveté mérfoldkove az agykérgi idegsejt tipusok és a koztik 1évo halézati kapcsolatok
feltérképezése. A legtobb tanulmanyban az emberi agymiikodés modellezéséhez ragesald
modellallatokat hasznalnak annak ellenére, hogy napjainkra egyre ndévekvo szamu tanulmany
bizonyitja a két faj kozti jelentés neuronalis kiilonbségeket szinaptikus, celluléaris és halozati
szinten egyarant. Ennek fényében egyre vilagosabba valik, hogy az emberi tudat megértéséhez
vezetd Ut egyik kritikus 1épése a human agykérget felépitd idegsejt tipusok és a koztik 1évo
halézati kapcsolatok megismerése lehet.

Kisérleteink soran célul tliztiik ki, hogy emberi asszociacids kérgi mintak elsé rétegi
idegsejtjeinek morfoldgiai, fiziologiai és molekularis jellemzését végezziik. Munkankhoz nem
patologias, frontalis, parietalis és temporalis régiokbol szarmazo agykérgi mintakon whole-cell
patch-clamp elektrofiziologiai elvezetéseket végeztiink, melyek soran a sejteket biocitinnel
toltottiik. A teljes szomatodendritikus €s axondlis morfologidval rendelkezd idegsejtek
fénymikroszkopos vizsgalata soran sikeresen azonositottunk mar ismert sejttipusokat, mint
példaul a neurogliaform sejteket és egy eddig ismeretlen elsé rétegi interneuron tipust is. Az 10j
csoport sejtjeit rosehip, azaz csipkebogyd sejteknek neveztik el az axonokon lathato
nagymeéretll, kerek, csipkebogyora emlékeztetd boutonok és a siirti, kompakt, bokorszerli axon
arborizaciojuk utdn. Tudomasunk szerint mindeddig nem irtak le hasonld fenotipussal
rendelkez0 elso rétegi agykérgi interneuron tipust. A csipkebogy6 sejtek szomdja, illetve teljes
dendrit és axon arborizacidja szinte kizardlag az elsé rétegre korlatozodik. A szoman és a
proximalis dendriteken tiiskeszerti filopodiumok figyelheték meg. A csipkebogy6 sejtek axonja
altalaban a szoma als6 oldalardl ered, majd egy nagyon siirti axon arborizaciot hoz 1étre a szoma
koriil. A kanyarulatos axon kollateralisokon megjelend kerekded boutonok mérete egyediilalld
az altalunk vizsgalt elso rétegi human interneuronok axonterminalisai k6zott.

Kvantitativ 6sszehasonlitast végeztiink haromdimenzidsan rekonstrudlt csipkebogyo
sejtek, elsd rétegi neurogliaform sejtek és 2/3. rétegi kosarsejtek axodendritikus paraméterei
kozott. A bouton méret €s az elsOrendii dendritek szdma szignifikdnsan kiilonbozott a
neurogliaform sejteknél mért értékektdl. A csipkebogyd sejtek axonfelhdinek maximalis
vertikalis kiterjedése, teljes dendrit hossza ¢és dendrit elagazodasainak gyakorisaga

szignifikansan kiilonbozott a kosarsejtek adataitol. Tovabba, mindkét sejttipus értékeivel
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Osszehasonlitva szignifikans kiilonbséget mutatott a csipkebogydsejtek boutonok kozti atlagos
tavolsaga, teljes axon hossza és az axonok maximalis horizontalis kiterjedése is.

Hogy feltérképezziikk az ujonnan azonositott csipkebogy6 sejtek jellemzd marker
molekulait, immunhisztokémiai kisérleteket végeztiink. Az elektrofizioldgiai elvezetéseket
kovetden az idegsejteket streptavidin segitségével tettiik lathatova. A csipkebogyo sejtek
kolecisztokinin immunpozitivitast mutattak, ugyanakkor CB1 kannabinoid receptor negativak
voltak. Tovabba GABA-t és NR2F2 fehérjét expresszaltak, ellenben nem fejeztek ki
szomatosztatint, Kkalretinint, parvalbumint, NOS1-t, NPY-t, kalbindint, és kolin-
acetiltranszferazt. Kisérleteinkkel egyidében a kutatocsoportunkkal kooperalo Allen Institute
for Brain Science kutatéi transzkriptom alapu 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 biztonsaggal Osszekdthessiik a morfologiai és feltételezett
transzkriptomikai csipkebogyo6 sejt csoportokat, tovabbi digitalis PCR kisérleteket végeztiink.
Egyedi csipkebogy6 sejtek elektrofiziologiai elvezetését kovetden begyilijtottik a sejtek
citoplazmajat, amelyekbdl tovabbi potencialis marker géneket vizsgaltunk. Eredményeink
visszaigazoltak a transzkripcids adatokat, amely szerint megegyeztek a két csoport sejtjeiben a
vizsgalt expresszalt €és nem expresszalt gének.

Az anatdmiailag azonositott csipkebogyo6 sejtek elektrofizioldgiai vizsgélata soran
kiilonboz6é amplitadoji araminjekcidkra kapott fesziiltségvalaszaban akcids potencial sorozatai
altal kialakitott tiizelési mintizata jellemzOen stuttering, azaz megszakitasokkal tlizel6 vagy
szabalytalan tiizelési mintdzatli volt. Reobazikus tlizelésiikre jellemzd, hogy az egymast rovid
id6 intervallummal kovet6 akcios potencialokbol alld sorozatokat hosszabb, csendes szakaszok
véalasztjak el egymadstol, melyek alatt megfigyelhetd a membranpotencial 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 teljesitménysiiriség-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 elsd rétegbdl elvezetett idegsejteket neveztiik,
melyek egyértelmiien sem neurogliaform, sem csipkebogyd sejt morfologiaval nem
rendelkeztek. A csipkebogyé sejtek interspike intervallum szorasa magasabb volt mind a
neurogliaform sejtek, mind pedig a besorolatlan interneuronok értékeihez hasonlitva. Az els6

rétegi human interneuronok hiperpolarizal6 aramimpulzusra adott fesziiltségvalasza soran
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jellemzd sag potencidl jelenik meg. Az anatdmiailag azonositott csipkebogyd sejteknél mért
sag potencial amplituidoja meghaladta a neurogliaform sejteknél és a besorolatlan
interneuronoknal mért amplitado értékeket is. A csipkebogyo sejtek bemeneti ellenéllasa €s
id6allandoja szignifikansan kiilonbozott a besorolatlan interneuronok értékeihez hasonlitva. Az
anatémiailag azonositott csipkebogyo sejtek mas elsé rétegi interneuronokhoz képest eltérd
impedancia profillal rendelkeztek. A csipkebogy6 sejtek 0,9—12,4 Hz kozotti impedancia értéke
magasabb volt a neurogliaform és mas besorolatlan interneuronok értékeihez képest. A
csipkebogyd sejtek rezonanciaja szignifikansan nagyobb volt, mint a neurogliaform sejteké és
a besorolatlan interneuronoké. A maximalis impedanciahoz tartozd frekvencia értéke a
csipkebogyd sejtekben meghaladta a neurogliaform sejtekét.

Ezt kovetden a csipkebogyo sejtek helyi mikrohaldzatokban betdltott szerepét kezdtiik
el vizsgalni. Tobbszords elektrofizioldgiai elvezetéseket végeztiink csipkebogyo sejteken és
azok potencialis pre- és posztszinaptikus neuronjain. A csipkebogy6 sejtekre monoszinaptikus
serkentd bemenetek érkeznek 2/3. rétegi piramissejtektdl €s monoszinaptikus gatld
posztszinaptikus potencialok (IPSP) 1. rétegi neurogliaform és mas besorolatlan
interneuronoktol. Ugyanakkor nem talaltunk egyetlen olyan masodik rétegi interneuront sem,
amelyik csipkebogyd sejttel allt volna szinaptikus kapcsolatban. A csipkebogyo sejtek ritkdn
szinaptizalnak interneuronokon ¢és 2. rétegi piramissejteken, kimeneteiket talnyomo
tobbségében 3. rétegi piramissejtekhez kiildik. GABAA receptor antagonista alkalmazasaval
végzett farmakoldgiai kisérleteink bizonyitjak, hogy a csipkebogyo sejtek altal kivaltott IPSP-
ket GABAA receptorok kozvetitik. Eredményeink szerint a csipkebogyd sejtek elsésorban
azokat a piramissejteket célozzdk meg, amelyek az elsé rétegbe kiildik apikalis dendritjeik
axon termindlisok kizarélag dendrittorzseken szinaptizéltak. A posztszinaptikus dendritek
tovabbi ultrastrukturalis vizsgalata a legtobb esetben piramissejt dendritekre jellemzd
dendrittiiskék és elszort szimmetrikus szinapszisok jelenlétét mutatta ki. A csipkebogy6 sejtek
egy-sejt-aktivalta halézati 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 csipkebogyo sejtekben. Tovabba, a
csipkebogyo sejtek egymas kozott homoldg, mas tipusu interneuronokkal heterolog elektromos
szinapszisokat is kialakitanak.

Az elsé réteget elérd piramissejtek disztalis dendritjeit célzd csipkebogyo sejtek
feltehetéen a dendritikus jelfeldolgozas szabalyozasaban vehetnek részt. Szinaptikusan

kapcsolt csipkebogyd sejt-piramissejt paroknal a csipkebogyd sejteket Alexa Fluor 594
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fluoreszcens festékkel, a posztszinaptikus piramissejteket pedig Oregon Green BAPTA-1
kalcium indikatorral toltottik. A vizsgalt posztszinaptikus harmadik rétegi piramissejtek
disztélis dendritjein szomatikusan kivaltott akcids potencial sorozatokat kdvetden detektalhatd
Ca?" valaszokat mértiink. Az apikalis dendritagak szamos pontjan kovetkezetesen mérheté volt
a fluoreszcencia intenzitds valtozas, ami alatdmasztja az akcids potencial visszaterjedését a
disztalis dendrit szakaszokba. Méréseink soran valtakozva valtottunk ki akcids potencial
sorozatokat kizdrélag a piramissejtekben, majd egyidejlileg a sejtpar mindkét tagjaban. A
visszaterjed6 akcios potencidlokkal egyidében aktivalt csipkebogyo sejt bemenetek képesek
voltak lecsokkenteni a Ca?* jelek amplitadojat 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 csipkebogyd sejtektdl. Az eredmények alapjan
feltételezhetjiik, hogy a csipkebogyo sejtek szegmens-specifikus gatldssal szabalyozhatjak a
human piramissejtek dendritikus Ca®" elektrogenezisét, hozzajarulva a dendritikus
jelfeldolgozas folyamatahoz.

Kutatécsoportunk egy eddig ismeretlen idegsejt tipust azonositott az emberi agykéreg
elsd rétegében. A csipkebogyd sejtnek nevezett 10 sejttipust jellegzetes morfoldgiai,
elektrofiziologiai és molekularis tulajdonsagai alapjan definialtuk. Az egyes jellemzOk erds
Osszhangban allnak egymassal, igy a csipkebogyo sejtek egy olyan hatarozottan elkiiloniild
sejtcsoportot alkothatnak, mint példaul a nagymértékben specializalt kandelaber sejtek.
Munkank soran az Allen Institute kutatdival kombinaltuk a human post mortem és miitétekbol
szarmazo szOovetmintakon végzett vizsgalatokat, amely hatékony technikai megoldasnak
bizonyult. Az egysejt transzkriptomikai eredmények a sejtcsoportositashoz sziikséges
molekularis adatokat, az elektrofiziologiai vizsgalatok pedig a csoportok funkcionalis
jellemzését biztositjak. Ezen technikai parositassal kimagaslo hatékonysaggal azonosithatok,
jellemezhetdk kiilonbozo fajok ismert és eddig nem azonositott sejttipusai, illetve feltarhato
azok evolucios konzervaltsaganak mértéke.

A ragcesald kéregbdl hidnyzd vagy nagymértékben specializalodott human neuron
tipusok feltehetden olyan szinten modositjak a human agykérgi halozati miikodéseket, hogy
azok nem modellezheték ragcsalokban. A csipkebogyd sejtek feltételezhetden kiilonods
jelentdséggel birnak a visszaterjedd akcios potencialok szabalyzasanak folyamataban és a
beérkezd serkentd bemenetek parositasaban. Modulalhatjak az els6 rétegbe érkezd serkentd
bemenetek és a visszaterjedd akcios potencialok kozti kolecsonhatasokat, ami azt a feltételezést

erdsiti, hogy a csipkebogyo sejtek részt vehetnek az agyféltekén beliili hdlozati miikodések
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finomhangolasdban. Az egyedi csipkebogyo sejtekben mért kiiszob alatti membran potencial
oszcillaciok legnagyobb csucsa a théta tartomanyban mérhetd, amely aktivitas feltételezhetéen
szétterjed az elektromos szinapszisokon keresztiil kapcsolt csipkebogyd sejt halézatokban.
Mindez potencialisan hozzajarulhat ahhoz, hogy a csipkebogyo sejtek fazis-szelektiven
kolcsonhatasba 1épjenek mas agyi teriiletekrol érkezd bemenetekkel. A humanspecifikus
neuron tipusok szerepe a halozati funkcidk koros elvéaltozasainak megértésében is fontos lehet.
Példaul szamos csipkebogyo sejt szelektiv marker kockdzati tényezoként jelenik meg
kiilonb6zo neuropszichiatriai betegségek esetén. Szamos igéretes kutatasi eredményt ismeriink
ragcsaloban modellezett neuropszichiatriai korképek kezelésérdl, azonban ezeknek az
ismereteknek a human klinikumba torténd atiiltetéséhez elengedhetetlen az emberi idegsejtek

¢s az altaluk alkotott hal6zatok szervezddésének jobb megismerése.
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8. SUMMARY

Understanding the cellular and circuit organization of the neocortex, the substrate for
much of higher cognitive function, has been intensely studied since Ramon y Cajal. However,
conservation of cellular and circuit principles in human cortex is assumed but largely untested
to date. Indeed, there is evidence for substantial neuronal differences between rodents and
human; for example, distinct membrane and synaptic properties and dendritic complexity of
human neurons might contribute to human-specific signal processing. With the mouse cortex
as the dominant model for understanding human cogpnition, it is essential to establish whether
the cellular architecture of the human brain is conserved or whether there are specialized cell
types and system properties that cannot be modeled in rodents.

To date, only a fraction of human neocortical cell types are described, thus, we set out
to identify potentially novel cell types of human neocortex focusing on layer 1. We developed
a dataset containing whole-cell-recorded, biocytin-filled interneurons in layer 1 of slices of
nonpathological human samples of parietal, frontal, and temporal cortices. Unbiased recordings
of layer 1 cell types yielded a set of interneurons with complete axo-somato-dendritic recovery.
Light-microscopic examination of these cells identified neurons with previously described
morphological features, for example, neurogliaform cells, as well as a previously undescribed
group of interneurons with large, rosehip-shaped axonal boutons forming very compact, bushy
arborizations. Due to the characteristic morphology, we named this cell type as rosehip cell. To
our knowledge, interneurons with the phenotype of rosehip cells have not been identified
previously in layer 1 of the cerebral cortex. Somata and dendrites of rosehip cells were confined
to layer 1, with only distal dendrites occasionally penetrating layer 2. Proximal dendrites and
somata of rosehip cells were decorated with stub-like spines. The axon of rosehip cells usually
emerged from the basal part of the soma and gave rise to very compact, dense axonal trees
predominantly arborizing in layer 1, with tortuous collaterals displaying spindle-shaped
boutons with diameters not seen in other types of human layer 1 interneurons in our sample.
Targeted recordings increased the number of rosehip cells in our database, and we quantitatively
compared axodendritic parameters of randomly selected and three-dimensionally reconstructed
rosehip cells to layer 1 neurogliaform and layer 2/3 basket cells. Bouton volume and the number
of primary dendrites of rosehip cells were significantly different from those of neurogliaform
cells. Maximal vertical extent of axon, total dendritic length, and dendritic node frequency of
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rosehip cells differed significantly from those of basket cells. Furthermore, interbouton interval,
total axon length, and maximal horizontal extent of the axon were also significantly different.
To reveal the molecular profile of rosehip cells we performed immunohistochemistry
on electrophysiologically recorded and anatomically recovered cells for known markers of
GABAergic cell types. This identified that rosehip cells were immunpositive for
cholecystokinin but negative for CB1 cannabinoid receptor, somatostatin and calretinin.
Furthermore, rosehip cells were immunopositive for GABA and for chicken ovalbumin
upstream promoter transcription factor Il and negative for parvalbumin, neuronal nitric oxide
synthase, neuropeptide Y, calbindin, and choline acetyltransferase. In parallel with the
immunohistochemistry approach, researchers at the Allen Institute for Brain Science used
single-nucleus RNA-sequencing to profile large numbers of nuclei from frozen postmortem
brain specimens. lIterative clustering was used to group nuclei with similar transcriptional
profiles, thereby identifying ten GABAergic interneuron subtypes in layer 1. The
immunohistochemical profile of rosehip cells aligned closely with a single transcriptomic cell
type, i5, which was similarly GAD1* CCK" but CNR1™ SST- CALB2  PVALB™. To more
strenghten these results, we performed digital PCR for additional marker genes on cellular
content extracted from individual rosehip neurons. As predicted by the transcriptome data,
rosehip cells were positive for genes expressed, and low or absent for genes not expressed by
cells in that cluster. These data strongly link the anatomically defined rosehip phenotype with
a highly distinctive transcriptomic cell type signature that is found in human layer 1.
Anatomically identified rosehip cells responded to long suprathreshold current
injections with stuttering or irregular spiking firing patterns when activated from resting
membrane potential. Analysis of silent and suprathreshold periods during rheobasic firing of
rosehip cells indicated that membrane oscillations and firing of rosehip cells were tuned to beta
and gamma frequencies. The standard deviation of interspike intervals was higher in rosehip
cells compared to neurogliaform or unclassified interneurons, indicating alternating silent and
active periods during rheobasic stimulation. As described previously, human interneurons
recorded in layer 1 had a characteristic sag when responding to hyperpolarizing current pulses.
However, the amplitude of the sag measured in rosehip cells exceeded that of neurogliaform
cells or unclassified interneurons. Rosehip cells showed distinct impedance profiles relative to
other layer 1 interneurons in response to current injections, with an exponential chirp. The
resonance magnitude of rosehip cells was significantly higher compared to those of
neurogliaform cells and unclassified interneurons. In addition, frequencies of maximal

impedance in rosehip cells were significantly higher than in neurogliaform cells.
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To assess functional connectivity of rosehip cells in the local microcircuit, we
established recordings from rosehip cells and then searched for potential pre- and postsynaptic
partners without any cell-type preference. Rosehip cells receieve monosynaptic excitatory
postsynaptic potential (EPSPs) from layer 2/3 pyramidal cells, and recive monosynaptic
inhibitory postsynaptic potentials (IPSPs) from neurogliaform and other types of interneurons.
None of the tested interneurons with somata in layer 2 were connected to rosehip cells. Rosehip
cells rarely innervated postsynaptic interneurons and superficial layer 2 pyramidal cells.
Rosehip cells outputs were predominantly directed toward layer 3 pyramidal cells. IPSPs
elicited by rosehip cells were mediated by GABAA receptors, based on experiments showing
blockade of IPSPs by application of the GABAAa-receptor antagonist gabazine. Rosehip cells in
layer 1 might preferentially target pyramidal cells sending terminal branches of their apical
dendrites to layer 1. Indeed, when randomly sampling the output formed by rosehip cells using
serial electron microscopic sections, we found that axon terminals exclusively targeted dendritic
shafts. Moreover, further ultrastructural analysis of postsynaptic dendrites suggested that these
dendrites predominantly belonged to pyramidal cells. We found that rosehip cells were involved
in single-cell-activated ensembles detected through disynaptic IPSPs triggered by layer 2 and
layer 3 pyramidal cells and through polysynaptic EPSPs triggered by an axo-axonic cells. In
addition rosehip cells also formed homologous electrical synapses between each other and
established convergent heterologous electrical synapses with an unclassified layer 1
interneuron.

Preferential placement of output synapses on distal dendritic shafts of pyramidal cells
reaching layer 1 suggest that rosehip cells might specialize in the control of dendritic signal
processing. We found a correlation between the rise times of IPSPs arriving to the postsynaptic
pyramidal cells and the distances of close axodendritic appositions from the somata. In dual
recordings of synaptically connected rosehip cells to pyramidal cell pairs, we loaded rosehip
cells with Alexa Fluor 594 to label presynaptic axons and filled the postsynaptic pyramidal cells
with Oregon Green BAPTA 1 to structurally map the course of dendrites and to measure
dendritic Ca?* dynamics. Changes in A F/F in distal branches of the apical dendrites in layer 1
were consistently detected at multiple locations on the postsynaptic neurons, confirming action
potential backpropagation into distal apical dendritic branches of human pyramidal cells. We
triggered somatically evoked bursts in the pyramidal cells alone, for control, and together with
bursts in the rosehip cell, in an alternating fashion. Rosehip inputs simultaneous with
backpropagating pyramidal cell action potentials were effective in suppressing Ca?* signals

only at sites that were neighboring the putative synapses between the two cells. This suggests

56



8. Summary

that rosehip cells specialize in providing tightly compartmentalized control of dendritic Ca®*
electrogenesis of human pyramidal cells, thereby enforcing inhibitory microdomains in
dendritic computation.

Here we combine single-nucleus transcriptomics and slice physiology to study
GABAergic neurons in layer 1 of human cortex and provide convergent lines of evidence for
identification of a cell type with human-specialized features. Rosehip cells represent a type with
a highly distinctive transcriptomic signature; a highly distinctive morphological, physiological,
and connectional phenotype; and a strong correspondence between these properties. In this
respect, it appears similar to other highly specialized and distinctive cortical cell types, such as
chandelier cells. To our knowledge, a similar anatomical cell type has not been described in
rodent. A complete comparison of all cortical cell types and assessment of relative similarities
between cell types should be possible in the future as more comprehensive transcriptome data
become available and linked to other cellular phenotypes in multiple species. Our study is based
on a relatively limited number of multimodally characterized cells due to the scarcity of high-
quality human samples, and further systematic analyses of human cell types in well-defined
cytoarchitectonic areas using increased sample sizes are needed to substantiate further
interpretations.

Addition of new human cell types, or specialization of existing types through major
modification of cellular features, would be expected to alter circuit function and therefore
cannot be studied in rodents. Dissimilarities of rosehip cells and other dendrite-targeting
interneurons cannot be fully understood without further experiments testing these differences
directly. Rosehip cells may be of particular importance in compartmental control of
backpropagating action potentials and their pairing with incoming excitatory inputs. The sharp
resonance in the theta-range detected in individual rosehip cells and its potential spread through
gap junctions to a rosehip network could phase-selectively interact with long-range inputs
similarly to mechanisms suggested (for example) in oscillation dependent memory
consolidation. The function of neuron types specific to the human circuit could be important in
understanding pathological alterations of network functions. For example, several highly
selective markers for rosehip cells have been implicated as risk factors for neuropsychiatric
disease, including netrin G1 for Rett syndrome and neurotrypsin for intellectual disability. A
better understanding of human cellular and circuit organization may help counteract the current
lack of success in translating promising rodent results to effective treatment against human

neuropsychiatric disorders.
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