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BEVEZETES

A szerotonerg neuromodulacié

Az agytorzsi raphé magokban (RM) talalhaté szerotonerg neuronok
axonjai kozel az egész eléagy terlletét behalozzak és
axonterminalisaikbél  szerotonint  (5-hidroxi-triptamin,  5-HT)
szabaditanak fel. Az 5-HT egy fontos monoaminerg neuromodulator,
amely szdmos fiziologids mikddésben jatszik fontos szerepet,
beleértve a szenzoros és motoros valaszok, az alvas-ebrenlét ciklus,
tanulas és jutalomfeldolgozasi folyamatok és a szocialis viselkedés
szabalyozasat. Diszfunkcidja olyan sulyos neurologiai és pszichiatriali
rendellenességekhez vezethet, mint az epilepszia, vagy a depresszio.
A szerotonerg rendszer strukturdlis és funkcionalis sajatossagaibdl
adodoan, a szenzoros informaciofeldolgozas kilonb6z6 allomasain —
a hallo-, 1at6- eés szomatoszenzoros rendszer periférias és centralis
sejtes es hal6zati mechanizmusai és szerepei a szaglorendszerben
kevéshé tisztazottak.

Az agytorzsi dorzalis raphé mag (DRM) szerotonerg neuronjainak
aktivitasa szamos szenzoros eseménnyel mutat 6sszefluiggést, ezek a
neuronok szagingerekre gyors, tranziens valtozasokkal reagalnak.
Ismert, hogy a szerotonin a szaglokérgi neuronok spontan aktivitasat

csokkenti, de a szenzoros ingerek altal kivaltottat nem befolyasolja,



ami altal fontos szerepet jatszhat a szaglokérgi informéaciofeldolgozés
finomhangolasaban.

A szaglérendszer

Az illatanyagban taldlhat6  szagmolekulakat az  orrireg
szagléhamjaban 1évé  szagléreceptorok  érzékelik  (kb. 300
szagreceptor tipust kuilénboztetnek meg emberben és 1000-et
ragcsalokban). Az itt talalhaté szaglo-receptor sejtekre az "egy sejt -
egy receptor” jelenség jellemz6, azaz minden individudlis sejt egy
adott tipust szagloreceptor fehérjét fejez ki. A szagléhamban
szétszortan elhelyezkeds, de ugyanazt a szaginformaciot érzékeld
receptorneuronok axonjai egyesilve a szaglogumo (OB) felszinén
1év6 glomerulusokban vegzédnek, ahol minden egyes glomerulus az
azonos receptorfehérjet expresszalo szagléneuronoktdl kap bemenetet
(ez az ugynevezett "glomerularis konvergencia szabaly™). Az OB egy
extratalamikus relédllomés, a szaglopalya els6 atkapcsolohelye,
ingeriletfeldolgoz6 allomasa. A glomerulusok jol elkilonilo
szinaptikus egysegekkent egy rendezett térbeli térképet hoznak létre
az OB fellletén. A szaginformaciot az itt talalhatd f6 projekcios
neuronok, a mitrdlis (MS) és az ecsetsejtek (ES) lateralis
szaglokoteget (LOT) alkoté axonjai tovabbitjak az elsédleges
szaglokereg felé és mas, magasabb asszociacios teriiletek kiillonb6z6
régidiba, beleértve az amygdalat, a hipotalamuszt és az orbitofrontalis

kérget. Az elsédleges szaglokéreg, més néven piriform kéreg (PC) egy



filogenetikailag 6si, harom sejtrétegli struktara, a kérgi szenzoros
feldolgozas jo modellje. Két, térben és farmakoldgiailag jol elkiloniilo
bemenetei az elérecsatolo, afferens (LOT) és a visszacsatold vagy
intrakortikélis bemenetek. Aaz OB-bdl érkez6 LOT terminalisai a PC
principélis (piramis és szemilunaris) sejtjeinek disztalis dendritjeivel
és az l.a rétegi interneuronokkal lépnek kapcsolatba, mig a mas
szaglokeérgi teruletekrol, orbitofrontélis kéregbdl, amygdalabol és az
entorhinalis kéreghdl érkez6é axonok proximalisabban, az 1.b, 2. és 3.
rétegben 1év6 neuronokra adnak szinaptikus bemenetet.

Az érzékszervi reprezentacion kivil, a szaglorendszernek fontos
szerepe van olyan, szocialis interakciok szempontjabol fontos affektiv
funkciok szabalyozasaban is, mint a hangulat és a maternalis
viselkedés. Erdekes, hogy szamos neuropszichiatriai megbetegedést a
szagloszervi funkciok karosodasa és az OB csdkkent térfogata Kiséri.
A depresszio es a szaglorendszer kapcsolata kilondsen szorosnak

mutatkozik.

Mivel a szerotonerg rostok majdnem minden olfaktorikus agyteriiletre
projektalnak, az OB-t és a PC-t is beleértve, az 5-HT fontos szerepet
jatszhat a szaginforméacid feldolgozasban és a szenzoros folyamatok
Szamos tanulmany vizsgalta a szerotonerg rendszer szenzoros
informéaciofeldolgozasban betoltott szerepét és annak érzékszervi

bemenetekre  gyakorolt ~ komplex  modulal6  hatdsait a



szaglérendszerben, ezek azonban gyakran ellentétes eredményeket
eredményeztek.

Az egyik ilyen tanulmanyban a DRM szerotonerg neuronjainak
specifikus fotostimulacidjanak hatdsara a szaglokérgi neuronok
spontan aktivitasa csOkkent, mig szagingerekre adott valasza
valtozatlan maradt, illetve a sejtek egy része aktivitas fokozodéassal
vélaszolt. Egy masik tanulmanyban a szaglokergi neuronok szagok
altal Kivaltott aktivitdsa csokkent, spontan aktivitdsuk viszont
véltozatlan maradt, az 5-HT neuronok hasonlé manipuléci6ja soran.
Az ellentétes eredmenyek az alkalmazott kiilonb6z6 technikakbol is
adodhatnak. Az utdébbi kisérletsorozatban a szaglokergi principalis
neuronok populécios Ca?* dinamikajat mérték fotometrias modszerrel
éber egerekben, mig az el6zé tanulmanyban extracellularis egysejt

akcios potencial elvezetéseket vegeztek alvé egerekben in vivo.

Munkank soran ennek a kettds szerotonerg-hatas mechanizmusainak
tisztazasa érdekében in vitro és in vivo elektrofiziologiali,
optogenetikai, farmakoldgiai és immunhisztokemiai Kisérleteket

kombinaltunk.



CELKITUZESEK

Doktori munkam célja a szerotonerg hatasok cellularis és haldzati
mechanizmusainak, és azok szerepének tisztdzasa az elsédleges
szaglokéregben. A kisérletek eredményei jelentsek lehetnek mind a
kdzponti  szenzoros informéaciofeldolgozds, mind pedig a

neuromodulacié tekintetében.

Részletes célkitiizéseink a kovetkezék voltak:

1. A szerotonin sejtszinti hatasainak feltarasa az elsédleges
szaglokéreg principalis sejtjeiben

2. A szerotonin sejtszintli hatasainak feltarasa az elsédleges
szaglokéreg kilénbdzé tipusd interneuronjaiban

3. A szerotonin hatasanak vizsgalata az afferens és az
intrakortikalis szinaptikus bemenetekre az anterior piriform
kéregben (aPC)

4. Az agykérgi szerotonerg neuromodulacidban résztvevo
receptorok feltarasa

5. Annak Kideritése, hogy a kordbban, a szerotonerg neuronok
stimulaciéja soran megfigyelt kérgi hatasok helyi 5-HT
felszabulas kdzvetlen kovetkezményei-e az aPC-ben, vagy a
szaglérendszer mas allomasain, pl. az OB-ban bekdvetkez6

neuromodulacié kdzvetett hatasainak eredményei



ANYAGOK ES MODSZEREK

Virusfertozés/miitét

Felnétt him, heterozigdta SERT-cre egerek DRM-jaba sztereotaxias
injekcidjaval cre-dependens adenoasszocialt viruskonstruktot (0.5-1
ul AAV2/1-Flex-ChR2-YFP (AV1-20298P, Pennsylvania Egyetem,
1013 GC/mL) jutattunk, amelynek hatdsara a DRM szerotonerg
neuronjai és azok axonjai az aPC-ben prominensen expresszaltak a
fényérzékeny kationcsatornat, channelrhodopszint (ChR2), lehetévé
téve igy azok szelektiv fotostimulaciojat, illetve a szerotonin
specifikus és gyors leadasat. A DRM virusfert6zés koordinatai a
kovetkezok voltak: anteroposzterior iranyban (AP), -4.7 mm;
dorzoventralisan (DV), 3.1-3.6 mm. A Vvirusfertézést kovetéen
minimum egy hénap elteltével, a megfelel6 ChR2 expresszio élérése

utan az egereket elektrofiziologiai kisérleteknek vetettiik ala.

Szeletpreparatumok készitése elektrofiziologiai vizsgalatokhoz

8-16 héttel a virusfert6zés utan in vitro elektrofizioldgiai regisztracio
celjabol az elsédleges szaglokérget tartalmazo talélé agyszelet
preparatumokat készitettlink. Az egereket ketamin és xylazin elegy
keverékével altattuk (80 és 10 mg/ttkg), majd a kovetkez6 oldattal
perfundaltuk 6ket a sziven keresztul: 93 mM NMDG, 2.5 mM KCl,
1.2 mM NaH2PO4, 30 mM NaHCO3z, 20 mM HEPES, 25 mM gliikoz,
5 mM N-acetil-L-cisztein 5 mM Na-aszkorbat, 3 mM Na-piruvat, 10



mM MgSOs, és 0.5 mM CaClz. Ugyanezt az oldatot hasznaltuk az
aPC-t tartalmaz6 320 um-es koronalis szeletek készitéséhez 4°C-on,
valamint a kezdeti tarolasdhoz 32°C - 34°C-on 12 percig, majd a
szeleteket a kovetkezd oldatban inkubaltuk: 30 mM NaCl, 2.5 mM
KCI, 1.2 mM NaH2PQO4, 1.3 mM NaHCOs3, 20 mM HEPES, 25 mM
glikéz, 5 mM N-acetil-L-cisztein, 5 mM Na-aszkorbat, 3 mM Na-
piruvat, 3 mM CaClz, és 1.5 mM MgSO..

In vitro elektrofizioldgia

Az elektrofizioldogiai elvezetésekhez a szeleteket 34° C-os kamraba
helyeztlik, amelyen keresztil folyamatosan oxigenaltatott (95% Oy,
5% CO,) mesterseges agy-gerincveldi (cerebrospinalis) folyadékot
(MCSF) aramoltattunk at. Az elvezetéshez hasznalt oldat 6sszetétele
a kovetkezo volt: 130 mM NaCl, 3.5 mM KCI, 1 mM KH2PO4, 24
mM NaHCOs, 1.5 mM MgSOs4, 3 mM CacCly, és 10 mM glikoz. Az
elektrofiziologiai elvezetéseket whole-cell patch-clamp technikaval
vegeztik, a Kisérletektol flggéen aramzar (current-clamp) illetve
fesziltségzar (voltage-clamp) zemmaodban. A neuronokat infravoros
differencial interferencia kontraszt (DIC) videomikroszkdpia
segitségével, Olympus BX51WI mikroszkoppal (Tokyo, Japan) tettik
lathatéva. A membréanpotencialok és aramok rogzitése Multiclamp
700B er6sitével tortént (Molecular Devices, USA). A mikropipettakat
(4-6MOhm) a kovetkezé intracelluléris oldattal toltottik meg (pH
7,25; 275m0Osm): 126 mM K-glukonat, 4 mM KCI, 4 mM ATP-Mg,



0.3 mM GTP-Naz, 10 mM HEPES, 10 mM kreatin-foszfat és 8 mM
Biocytin.

A szeletkisérletek egy részében a laterélis szaglokoteg illetve a
masodik rétegi neuronok (L2) elektromos ingerlésével Kkivaltott
populaciés serkenté  posztszinaptikus potencidlokat (pEPSP)
regisztraltunk. Ehhez, két koncentrikus bipolaris stimulalé elektrédat
(FHC, Németorszag) hasznaltunk, melyek egyikét az LOT teriletére,
a masikat pedig az L sejtrétegbe helyeztik, majd legvégil a MCSF-et
tartalmazd elvezet6 elektrodat (4 MQ) az L, folott elhelyezked6
rétegbe pozicionaltuk.

Az ingerlés rovid (0,1 ms) &ramimpulzusokbdl (10-100 pA) allt. Az
afferens és az intrakortikalis bemenetek stimulaciéja 0,5 masodperc
késéssel tortent.

A mérések soran serkenté mezépotencidlokat (fEPSP), serkenté
posztszinaptikus aramokat (EPSC) és pEPSP-ket regisztraltunk a
stabil alapvonal kialakulasig, majd szerotonint mostunk a szeletekre
az elvezeté kamraban.

A szeletkisérletek masodik felében whole-cell patch-clamp
technikdval tanulmanyoztuk a szerotonin kiilonbozé sejtekre
gyakorolt hatasat.

A Kiseérletek egy részében a szerotonint lokalisan a sejttest kozelébe
(kb. 40-60 pum tavolsagra attol) injektalva vizsgaltuk annak hatasat a
szaglokergi sejtek aktivitasara. Az 5-HT-t (100 uM, MCSF-ben oldott)

egy Uveg mikrokapillaris segitségével jutattuk a regisztralt sejt



szoOmajanak kozelébe, a Picospritzer Il (Parker Hannifin, USA)
miszer segitségével, 2 s hosszu (~200 mbar) impulzust alkalmazva.
Az optogenetikai kisérletek soran az elvezetéseket a helyi ChR2-
fényingerlés a mikroszk6p objektivjén keresztil, 470 nm-es
epifluoreszcens megvilagitassal, LED fényforrdson keresztill tortént
(Thorlabs, Németorszag) (ingerszélesség: 10 ms; ingerlési frekvencia:
10 Hz; ingerlési id6tartam: 3 s; fényintenzitas: 0,5 mW). A kontroll és
fotostimulécios sorozatokat felvaltva alkalmaztuk.

In vivo elektrofiziologia

Az in vivo kisérleteket a virusfertézést (lasd fentebb) kdvetéen 4-8
héttel, uretan altatas (1.2 g/ttkg) alatt végeztik. Az egerek fejét
sztereotaxias készilékbe rogzitettuk és a Bregmatol szamitott
koordinatak alapjan a célteriiletek folott (OB: AP, +6.0-7.0 mm;
lateral, 2.2 mm; DV, 2.5-4.0 mm; aPC: AP, +2.3 mm; lateral, 2.5 mm;
DV, 2.9-3.6 mm) kis atmérojii lyukakat fartunk, amelyeken keresztiil
az elvezet6 mikroelektrodéakat az OB-ba illetve az aPC-be vezettik. A
DRM-ot egy 470 nm-es fénysugarral 0sszekotott (Laserglow
Technologies) optikai szal (200 pum atméréji, 0.38 numerikus
apertaraju) segitségevel fotostimulaltuk, amelyet 32°-0s szdgben
helyeztiink el a Bregmatdl szamitott kdvetkezé ponton: AP, —4.7 mm;
DV, 3.0-3.6 mm. Ezzel egyidejiileg NaCl oldattal t0lt6tt, 8-20 MOhm

impedanciaju Uvegelektrodakkal szimultan extracellularis



egysejtaktivitasokat vezettiink el OB és aPC neuronokbdl. Az
idegsejtek aktivitdsat Axoclamp 2B erdsitével rogzitettik (Axon
Instruments, USA). Az elektrofiziologiai adatokat a Power 1401 és
Spike2 szoftverrel (Cambridge Electronic Design, Egyesult Kiralysag)
30 kHz-es mintavételezési frekvencidval rogzitettiik és szamitdégépen
taroltuk az offline analizishez. Az 5-HT1g receptor antagonistat, a
GR127935-t (3 mg/ttkg, sboldatban oldva) intraperitoneélisan adtuk
be.

Immunhisztokémia

Az in vitro elvezetéseket kovetben a szeleteket 4%-0S
paraformaldehidet tartalmaz6 0,1 M foszfat-pufferoldatban (PB)
fixaltuk 4°C-on egy éjszakan at. Ezt kovetden a fixald-oldatot 0,1 M
PB-vel torténd tobbszori atmosassal eltavolitottuk a szeletekrdél, majd
a szeleteket 20%-0s szachardzt tartalmazo 0,1 M PB-be helyeztiik,
hogy védjik az ezt kovetkezd fagyasztds soran a membranok
szerkezetét. A szeleteket zart Eppendorf cs6ben néhany masodpercre
folyékony nitrogénbe helyezve fagyasztottuk, majd ezt kovetéen 10%-
0s zselatinba agyaztuk, végil mikrotdm segitsegével jéghideg foszfat-
pufferben 50 um vastag szeletekre metszettik.

Tris-puffer sdoldatban oldott (TBS) 10 %-o0s 16 szérummal (NHS)
torténd blokkolas utan, a szeleteket Rb-a-5-HT els6dleges antitesttel
inkubéltuk (Immunostar, Hudson, W1, Egyesiilt Allamok, Rb-a-5-HT
poliklonalis, 1:1000) egy éjszakan at. Ezek utan tobbszdri TBS mosast
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kovetden a szeleteket Alexa488-kapcsolt Donkey- o-Rb (1:400)
masodlagos antitestet tartalmazd oldatba helyeztiik 2 6ra hosszara,
majd Vectashield - DAPI segitségével targylemezekre vittlk.

Az  elektrofiziologiai  elvezetések sordn a  depolarizalo
aramimpulzusok hatdsara a neuronokba diffundalt Biocytint,
Alexad88-kapcsolt Streptavidinnel tettik lathatova fluoreszcens
mikroszkopos vizsgalatokhoz. A fixalashoz a szeleteket két sziirépapir
kdzé helyeztiik, majd 4%-os paraformaldehid tartalma 0,1M PB-ben
(pH: 7,4) fixaltuk minimum 12 6réig, amig azok feldolgozasra nem
kertltek.

A processzalas soran a fixalo-oldatot 0,1 M PB-vel torténd tobbszori
atmosassal eltavolitottuk a szeletekrél, ezt kovetden krioprotekcio
céljabdl 10%-o0s, majd 20%-o0s szacharozt tartalmazo 0,1 M PB-be
helyeztiilk azokat. A szeleteket zart Eppendorf cs6ben néhany
masodpercre folyékony nitrogénbe helyezve fagyasztottuk, majd
10%-os zselatinba agyaztuk, veégul vibratommal (Leica VT 1000S)
jéghideg PB-ben 60 um vastagsagu sorozatmetszeteket keszitettiink.
Ezutan TBS-ben oldott Triton X-100 oldattal (0.4%) val6 mosas
kovetkezett, végil Alexa 488-kapcsolt Streptavidint (1:500) és Triton
X-100- at (0.4%) tartalmazé oldatban szobahémérsékleten inkubaltuk
a szeleteket, 2 oOran keresztil, ami lehetévé tette az idegsejtek
fluoreszcens mikroszképos azonositasat. A felvételeket konfokalis
mikroszkoppal (Olympus FVV1000) készitettik.
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Adatelemzés

A Kkiséerletekb6l nyert adatok kiértékelését Spike2 (Cambridge
Electronic Design), Clampfit (Molecular Devices) és Origin Pro
(Microcal) programokkal végeztik. A mért értékek atlagait £S.E.M
adtuk meg. Az eredményeket p < 0,05 esetén tekintettiik

szignifikansnak.
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EREDMENYEK

Az aPC-ben megfigyelt szerotonerg hatasok cellularis és haldzati

mechanizmusainak tisztazasa érdekében, in vitro és in vivo

elektrofizioldgiai, optogenetikai, farmakoldgiali és

immunhisztokémiai kisérleteket kombinaltunk.

Kisérleteink fébb eredményei a kdvetkezéek:

1.

Immunhisztokémiai kisérleteinkkel a szaglokéregbe projektald
DRM-i szerotonerg neuronok axonterminalisainak eloszlasat,
esetleges regiod és retegpreferenciajat vizsgaltuk.

Sikertilt lathatéva tenni az 5-HT rostokat, amelyek régio- és
réteg specifikus eloszlast mutatnak a szaglokéregben,
mégpedig a legsiiribben az aPC teriletének 1. és 3. rétegét
halozzak be.

in vivo elektrofizioldgiai méréseink soran a DRM-ban ChR2
expresszald 5-HT sejtek specifikus fotostimulaciojaval
parhuzamosan, szimultan egysejt elvezetéseket végeztiink az
OB-ben és az aPC-ben. Az 5-HT felszabadulés ellentétes
hatdst eredményezett a két terllleten: az OB sejtekben
aktivitasnévekedéshez, mig az aPC  neuronokban
aktivitascsokkenéshez vezetett. Eredményeink igy Kkizarjak
annak a lehetéségét, hogy a korabbi in vivo Kisérletekben

megfigyelt aPC-i neuronok spontan aktivitasanak csokkenése,
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az OB-bdl érkez6 bemenetek 5-HT okozta szupressziojabol
szarmazik.

Farmakoldgidval és optogenetikaval kombinalt whole-cell
patch-clamp méréseink eredményei alatamasztjak a korabbi,
szakirodalomban  taldlhatd, a szerotonin  sejt és
receptorspecifikus hatdsaival kapcsolatos megfigyeléseket. A
szerotonin az 5-HT.a receptorokon keresztil serkenti a
kuloénboz6é szaglokérgi interneuronok, beleértve a gyorsan
tlizelo kosarsejtek aktivitadsat, mig a principalis sejtekben 5-
HTareceptor-medialt galté hatast fejt ki.

A pEPSP farmakoldgiai kisérleteink eredményei a szerotonin
utvonalspecifikus hatdsat mutatjadk az aPC-ben: az 5-HT
fokozza az afferens, de csokkenti az intrakortikalis rostok altal
Kivaltott szinaptikus aktivitast. Ezek az eredmények a
szerotonin  kettds szerepére utalnak a szaglokérgi
informéaciofeldolgozas neuromodulaciojanak tekintetében,
ellentétesen hatva a helyi kérgi halézatok szinaptikus
bemeneteire és a beérkezé szenzoros informéaciokra.

Az intrakortikalis bemenetek szupresszidjanak hatterében allo
mechanizmusok feltarasara iranyuld kisérleteinkbél Kiderdl,
hogy a szerotonin elsésorban a preszinaptikus 5-HT1g receptor
kdozremiikodésén  keresztul — csokkenti a  glutamat
felszabadulasat, ami a szaglokérgi neuronok spontan

aktivitasanak csokkenéséhez vezet.
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6. Tovabba, az 5-HTig receptorok blokkolasa jelent6sen
csokkentette a szerotonerg fotostimulacid okozta aktivitas-
csokkenést in vivo. Ezek az eredmények Kkiegészitik és
alatdmasztjadk az in vitro megfigyeléseinket és szélesebb
fiziologids kontextusba helyezik az 5-HTig receptorok
jelent6ségét, az 5-HT aPC neuronjainak aktivitasara gyakorolt

szuppressziv hatasanak kdzvetitésében.

Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy sejt- és Utvonal-specifikus
hatdsai altal a szerotonin fontos szerepet jatszik a szaglokérgi
informéaciofeldolgozas finomhangolasdban. Az 5-HT kilonb6z6
neuronpopulaciokra és szinaptikus bemenetekre kifejtett specifikus
hatdsainak feltarasaval az aPC-ben, eredményeink hozzajarulhatnak a
neuromodulacié kérgi, kdzponti szenzoros informaciofeldolgozasban

betdltott szerepének részletesebb megeértéséhez.
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