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ROVIDITESEK JEGYZEKE

EPSP serkent6 posztszinaptikus potencial

IPSP gatlo posztszinaptikus potencial

pPSP poliszinaptikus posztszinaptikus potencial
5-HT 5-hidroxi-triptamin (szerotonin)

TCA triciklikus antidepresszansok

GABA gamma-amino-vajsav

SSRI szelektiv szerotonin transzporter gatlo
DIC differencial interferencia mikroszkopia

CV variacios koefficiens

PPR paros pulzus arany

NBQX 2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahydrobenzo[ f]quinoxaline-7-sulfonamide

8-OH-DPAT (+)-8-Hydroxy-2-dipropylaminotetralin hydrobromide

DMSO dimetil-szulfoxid

AMPA 2-amino-3-(3-hydroxy-5-methyl-isoxazol-4-yl)propanoicsav

DAB 3’3-diaminobenzidine tetrahidroklorid

7 TM 7 transzmembran doménnel rendelkezd fehérje

mRNS hirvivo ribonukleinsav

GTP guanozin-trifoszfat



1. BEVEZETES

1.1 Az agykéregi halézat felépitése

Az agykéreg a legbonyolultabbnak tekintett ismert ¢€l6 struktara. A kisagytol
eltekintve, agyunkat alkoté 10" idegsejtbsl 10" idegsejt az agykéregben helyezkedik el
(Braitenberg and Schuz, 1991; Pakkenberg and Gundersen, 1997), a human agykéregben
talalhato szinapszisok becsiilt szama pedig 10'* és 10" kdz6tt van (Mountcastle, 1997; Tang
et al., 2001). Az agykéreg az alapvetd €rzé és motoros funkcidokon kiviil szdmos magasabb
rendi funkcioért felel, mint amilyen a beszéd létrehozdsa €s megértése, a tudat és szamos
egyéb kognitiv folyamat. Az agykérgi teriiletek lokalizalt, szelektiv sériilését kovetd
funkciovesztéses esetek megfigyelései sordn mar az 1900-as évek elején kialakult az a
koncepcio, miszerint a kiilonféle érzd, motoros és kognitiv funkciokért kiilonbozoé agyi
teriiletek felelnek (Shepherd, 2004). A Nissl altal a 19. szazad végén kifejlesztett festési
eljarassal pedig vizsgalhat6 lett az agykérget alkotod idegsejtek eloszlasa a kéreg kiilonb6zo
teriiletein. Az idegsejtek eloszlasa az ember ¢és mas emldsfajok agykéregben egyarant réteges
szervezddést mutat, mely alapjan az agykéreg nagy részét kitevd neokortexet alapvetden egy
hatrétegli strukturanak tekintjiik. Brodmann mar a 20. szazad elején leirta, hogy ez a hatrétegii
szervezOdés fajspecifikus modon teriileti kiilonbségeket mutat az emlésok agykérgében. Ez
alapjan Brodmann a human agykérget t6bb mint 40 citoarchitektonikailag kiilonboz6 tertiletre
osztotta (Brodmann, 1909; Shepherd, 2004). Szamos, a Brodmann &ltal citoarchitektonikailag
meghatarozott teriiletr6l kimutattdk a késobbiekben, hogy azok funkciondlisan is jol
koriilirhatd régiokat alkotnak. Az agykéreg alapvetd felépitése, szervezddési elve az emldsok
evolucidja sordn nem valtozott ¢és az agykérgi terliletek citoarchitektonikailag és funkcidjuk
alapjan alapvetden haromféle csoportba oszthatdak: az érzd, a motoros €s az asszociacios
kérgi teriiletekre. A szarazfoldi allatok kozott a féemldsok rendelkeznek a legnagyobb aggyal
a testtomegiikhoz viszonyitva. Az emberi agy pedig még a f6emlésokon beliil is a legnagyobb
a testtomeghez viszonyitva (Herculano-Houzel, 2009; DeFelipe, 2011) aminek hatterében
nagyrészt az agykérgi, a magasabb rendli kognitiv funkciok milkodésében szerepet jatszo
asszociacios €s prefrontalis teriiletek relativ sulydnak novekedése all (Shepherd, 2004). A
humdan és nem humdn fajok k6zott fennallo, az agykéreg felépitésére vonatkozo kiilonbségek
nemcsak az eltérd funkcidja teriiletek relativ sulydban nyilvanulnak meg, hanem az agykérget

alkotd idegsejtek stirtiségében ¢és szinaptikus kapcsoltsagokban is megmutatkozik. A human



agykéreg egységnyi térfogatdban kevesebb idegsejt talalhatdé mint alacsonyabb rendii emlds
fajokéban, viszont az egy idegsejtre érkezd atlagos szinapszisszam, kiilondsen a kognitiv
miitkodésekben szerepet jatszo teriileteken, magasabb mint mas emlds fajokban (Cragg, 1967;
DeFelipe et al., 2002; Elston, 2003). Habar a human és nem human fajok kognitiv képességei
kozott tapasztalt kiillonbségeket leginkabb az emberi neokortex, azon beliil is, foként a
prefrontalis kéreg fejlettségének, egyediségének tulajdonitjuk, az anatomiai és méretbeli
kiilonbségek ellenére a human agykérget alkotd egyedi idegsejtek és idegsejt halozatok
mitkddésérdl keveset tudunk.

Az agykéreg sejtszintll szervezddésének elsd szisztematikus feltérképezése Ramon y
Cajal munkassagahoz kothetdé (Ramon y Cajal, 1904; Ramon y Cajal, 1911). Cajal a Camillo
Golgi altal kifejlesztett eziist impregnacids festési eljaras segitségével tanulmanyozta az
szamos 1degsejt tipust nevezett el €és jellemzett morfologiailag és szdmos megéllapitasa még
ma is érvényes. Annak ellenére, hogy szamos, az agykérget érintd korai anatomiai
megfigyelést human agykérgen végeztek az agykérgi sejthalozatok felépitésére ¢s milkodésére
vonatkoz6 pontosabb ismereteink tilnyomorészt mas emlds fajokon, foként ragcsalokon,
macskan és foemlosokon veégzett kisérletekbdl szarmaznak.

A kérgi idegsejtek két fo csoportba sorolhatdak: az egyik csoportot a kéreg principalis
sejtjei, a serkentd piramissejtek alkotjak, melyek az idegsejtek 75-85%-at teszik ki. A masik
csoportot az idegsejtek 15-25%-at alkot6 GABAerg interneuronok heterogén populacidja
alkotja, melyeket hagyomanyosan gatlo sejteknek tekintlink (Sloper et al., 1979; Winfield et
al., 1980; Kawaguchi, 1993; Somogyi et al., 1998; Markram et al., 2004).
szembetlind kozos jellemzdje a tiiskézett dendritfajuk és a kéreg felszine felé merdlegesen
futd vastag apikalis dendritjiik mely a terminalis régidban elagazodasokat képez. Az apikalis
dendrit mellet szamos dendrit ered a sejttest bazalis részérdél. A piramissejtek masik
szembetlind tulajdonsaga, hogy rendszerint piramis alakl sejttestiik bazalis teriiletérdl eredd
axonjuk fédga a kéreg alatt elhelyezkedd fehérallomany felé veszi az irdnyt mely oda kilépve
mas kérgi és kéreg alatti teriiletekre jut el és azok idegsejtjeivel 1étesit szinaptikus kapcsolatot,
mig a féagrol még a kéregben levald oldaladgai helyi idegsejtekkel létesitenek szinaptikus
kapcsolatokat. A sejtszegény elsO réteg kivételével a piramissejtek a neokortex valamennyi
rétegében megtalalhatoak, rétegre jellemzd sajatos morfologidval. A kiilonbozé rétegek

piramissejtjei eltérd kérgi és kéreg alatti szinaptikus bemenetekkel rendelkeznek, valamint



axonjaik is eltérd kérgi és kéreg alatti teriileteket céloznak meg, ezért a kérgi informdacio
feldolgozas eltérd fazisaiban jatszanak szerepet (Douglas and Martin, 2004).

A GABAerg interneuronok kis szamuk ellenére igen heterogén csoportot alkotnak. A
GABAerg interneuronok elmult két évtizedben torténd elektrofiziologiai, immunhisztokémiai
¢s molekularis jellemzése valamint szinaptikus kapcsolatrendszeriik és in vivo aktivitasuk
vizsgalata alapjan szdmos funkciondlisan is elkiilonithetd idegsejt csoportot alkotnak
(DeFelipe, 1993; Freund and Buzsaki, 1996; Cauli et al., 2000; Klausberger et al., 2003;
Markram et al.,, 2004; Rudy et al., 2011). Az egyes morfoldgiai, citokémiai ¢és
elektrofiziologiai osztalyok jol korrelalnak egymassal €s igy funkciondlisan is vizsgalhato és
jellemezhetd osztalyokat alkotnak (Kawaguchi and Kubota, 1993; Kawaguchi and Kubota,
1996; Kawaguchi and Kubota, 1997). Alakjuk valtozatos, nincs kitiintetett apikalis dendritjiik,
axonjuk pedig jellemzden ugyanabban a kérgi régidoban szinaptizal amelyben a sejttest €s
dendritek is talalhatéak. Neurotranszmitteriik a gamma-amino-vajsav (GABA), ezért
hagyomanyosan gatlo idegsejteknek tekintjiik 0ket. Az utdbbi években kideriilt azonban, hogy
e sejtek kis hanyadat képezd axo-axonikus sejtek akar serkentd hatdsuak is lehetnek
(Szabadics et al., 2006). A kiilonféle interneuron osztalyok a piramissejtek felszinének eltérd
régioit idegzik be szelektiven vagy preferencialisan célozva az axon inicialis szegmentumot, a
periszomatikus régidt, valamint a disztalis dendriteket (Buhl et al., 1994; Halasy et al., 1996;
Somogyi et al., 1998; Tamas et al., 1998), felosztva ezzel egymas kozott a piramissejtekben
torténd szinaptikus integracios folyamatok kiilonbozd fazisanak szabalyozasat (Miles et al.,
1996). A kiilonb6zd osztalyokba tartozo interneuronok a rajuk érkezd serkentd bemenetek
eltér6 dinamikajabol fakadoan a preszinaptikus aktivitds kiilonb6z6 aspektusainak
detektalasara  lehetnek  alkalmasak (Pouille and Scanziani, 2004), a kérgi
informaciofeldolgozas eltérd fazisaiban vehetnek részt (Klausberger et al., 2003; Somogyi
and Klausberger, 2005) és eltér6 modon reagalhatnak szenzoros stimulaciora (Gentet et al.,
2012).

A Ramon y Cajal altal elnevezett kosarsejtek a GABAerg sejtek kozel 50%-at adjak
(Markram et al., 2004). A kosarsejtek sima, tiiskézetlen dendritli heterogén sejtpopulaciot
alkotnak, melyek jellemzden a piramissejtek sejttestét (szoma) és periszomatikus dendritjeit
idegzik be (Somogyi et al., 1983; Kisvarday et al., 1993; Freund and Katona, 2007). Gyors
membran iddallanddjuknak koszonhetden, a rajuk érkezd serkentd bemenetek gyorsan €s
viszonylag nagy precizitassal kelthetnek akcidospotencialt benniik (Fricker and Miles, 2000;
Galarreta and Hestrin, 2001). Egymassal kolcsonds rés- €s szinaptikus kapcsolatokat alkotva,

a kosarsejtek hatékonyan szinkronizaljak egymas és milliszekundumos pontossaggal id6zitik



posztszinaptikus sejtjeik mitkodését (Galarreta and Hestrin, 1999; Gibson et al., 1999; Tamas
et al., 2000; Galarreta and Hestrin, 2001; Tamas et al., 2004) valamint szerepet jatszanak a
gamma frekvenciaji héalozati oszcillaciok kialakitasaban (Cardin et al., 2009; Sohal et al.,
2009).

Az axo-axonikus sejtek a kérgi GABAerg idegsejteknek csak kis hanyadat adjak ¢€s
kizarolag a piramissejtek axon-inicidlis szegmentumat idegzik be (Somogyi, 1977; Somogyi
et al., 1982; Howard et al., 2005). Egyetlen axo-axonikus sejt koriilbeliil 300 piramissejt axon
inicialis szegmentumat idegzi be ezért festett metszeten, a kéregre merdleges axon
inicialisokkal parhuzamosan futé axo-axonikus terminalisok, sokdgi gyertyatartéra
emlékeztetnek. Innen ered ezen sejtek Szentagothai Janos altal adott elnevezése, a kandelaber
sejt (Szentagothai and Arbib, 1974). Az axon inicialis szegmentumban a legalacsonyabb az
akcids potencidl keletkezéséhez sziikséges kiiszobpotencial (Colbert and Johnston, 1996;
Stuart et al., 1997; Palmer and Stuart, 2006) ezért ezt a sejttipust sokdig a leghatékonyabb
gatlo sejtnek tekintették. Munkatarsaim nemrégiben kimutattak, hogy az axo-axonikus sejtek
képesek akciospotencialt kivaltani piramissejtekben mivel az axonalis GABA reverz potencial
a szomatikusnal szdmottevden depolarizaltabb értéket vehet fel (Szabadics et al., 2006). Ezzel
a serkentd piramissejtek (és a 4. rétegben eléforduld tiiskés csillagsejtek) mellett ez az
egyetlen eddig ismert kérgi GABAerg sejt amely képes serkenteni posztszinaptikus sejtjeit.

Szamos egyéb, a piramissejtek proximalis és disztalis dendritjeit célz6 GABAerg
sejttipust ismeriink, melyeknek fontos szerepe van a dendritikus gatlas kialakitasdban ezaltal a
disztalis dendritszakaszok szinaptikus integracios folyamatainak szabalyozasaban (Silberberg

and Markram, 2007; Murayama et al., 2009).

1.2 Az aktivitas terjedése a kéregbhen

A kérgi informécio feldolgozashoz az aktivitds szabalyozott terjedése sziikséges mely
az idegsejtek térben €s idOben Gsszehangolt miikodését igényli. A kérgi informacidaramlast
leir6 modellek szerint, az aktivitas a piramissejtek kozott létesitett serkentd szinaptikus
kapcsolatok révén terjed a kéregben, €s tér- €s idObeli szabalyozasat elsdsorban a
mitkodésében és szinaptikus kapcsolataiban heterogén interneuron populacio végzi. A
piramissejtekre érkezd serkentd szinaptikus bemenetek nagy része azok dendritikus régidjan
helyezkedik el, sokuk tavol az akcids potencidl elsddleges keletkezési helyétdl, az axon

inicialis szegmentumtdl. A serkentd bemenetek altal lokalisan kivaltott membran



depolarizaci6 a dendritikus filtracio kovetkeztében jelentés amplitudd csokkenéssel érkezik
meg a szomaba (Williams and Stuart, 2002). A piramissejtekre érkezd serkentd szinaptikus
bemenetek hatasat az akcios potencial keletkezésére a sejt sajat passziv €s aktiv elektromos
konduktanciai mellett a piramissejtekre érkezd gatld szinapszisok mikodése is meghatarozza
(Spruston et al., 1994; London et al., 2002; Pouille and Scanziani, 2004). Az interneuronok
altal a halozat sejtjeire kifejtett gatlas a serkentés terjedésének iranyahoz viszonyitva lehet
feed-forward és feed-back. A feed-forward gatlas szabalyozza a serkentés célsejtjeinek
ingerelhetdségét (Buzsaki, 1984) ¢és megfelelden 1d6ziti a benniik keletkezett akcios
potencialokat (Pouille and Scanziani, 2001; Mittmann et al., 2005). A feed-back (vagy
rekurrens) gatlds szabalyozza a serkentés forrdsanak integrativ tulajdonsagait tovabba
korlatozza ismételt esetleg tulzott aktivaciojat (Andersen et al., 1963; Pouille and Scanziani,
2004).

Egy agykérgi teriiletre érkezd afferensek szinaptikus célsejtjei, a kérgi idegsejtek
kozotti szinaptikus kapcsolatok és a kérgen beliili informacié aramlas irdnya sztereotip
mintazatot mutatnak (Somogyi et al., 1998; Douglas and Martin, 2004). Minden egyes
idegsejt tobb 100 esetleg tobb 1000 — kérgi vagy kérgen kiviili - idegsejttel all kozvetlen
szinaptikus kapcsolatban. Egy atlagos agykeérgi idegsejtre jellemzden 5000-30000 szinapszis
érkezik - bar ez a szam bizonyos fajokban egyes agykérgi teriileteken akdr a 60000-et is
elérheti (Cragg, 1967; DeFelipe et al., 2002; Binzegger et al., 2004; Lubke and Feldmeyer,
2007). Egy atlagos kérgi idegsejt szinaptikus bemeneteinek 80-85%-a serkentd szinapszis
(Douglas and Martin, 2007), melynek minddssze csak toredéke érkezik kéreg alatti
teriiletekrdl - mint példdul a szenzoros informaciokat szallitdé talamuszbdl -, nagy résziik
lokélis eredetli, vagy mas kérgi teriiletekr6l szarmaznak (Douglas and Martin, 2007;
Oberlaender et al., 2011). Ez kifejezetten igaz a 2/3. rétegre ahol Binzegger és munkatarsai
macska  elsOdleges  latokérgén  végzett  szamitdsai szerint a  piramissejtek
serkentdbemeneteinek 70%-a mas helyi 2/3. rétegi piramissejtektdl szarmazik (Binzegger et
al., 2004). Az intrakortikdlis szinapszisok tulsulya azt mutatja, hogy a kérgi informacié
feldolgozas f6 meghatdrozdja maga a rekurrens serkentd kapcsolatokban gazdag helyi kérgi
halozat (Douglas and Martin, 2007).

A kanadai pszichologus, D.O. Hebb 1949-ben publikalt elméletében neuralis alapokra
helyezte a gondolkodasban és emlékezetben szerepet jatsz6 mentalis reprezentaciok létrejottét
illetve miikodését (Hebb, 1949; Buzsaki, 2010). Hebb még ma is igen befolyasos elmélete
szerint a kiilonféle kognitiv entitdsok reprezentacidjat az agyban az idegsejteknek olyan

csoportosuldsai, az ugynevezett ‘“sejtegyiittesek” képezik, melyek tagjai erds kolcsonds



serkentd szinaptikus kapcsolatban allnak egymassal €s a rekurrens kapcsolatok kovetkeztében
a sejtegyiittes megfeleld szdmu tagjanak az aktivacidja az egész sejtegyiittest iddlegesen
stabil, aktiv allapotba hozza. Hebb szerint ezek a sejtegyiittesek lehetnek a kognitiv
reprezentaciok funkciondlis egységei, tovabba szekvencidlis aktivaciojuk lehet az alapja a
kiilonféle kognitiv folyamatoknak mint az emlékezés, gondolkodas, tervezés és dontéshozatal
(Hebb, 1949; Buzsaki, 2010). A Hebbi sejtegyiittesek 1éte napjainkban is intenziven kutatott
teriilet és szamos kisérleti eredmény tdmogatja Hebb elméletét (Harris, 2005; Buzsaki, 2010).
A rekurrens serkentd kapcsolatok kdvetkeztében a kérgi halozat afferentaciojatol megfosztva
in vitro is general spontdn aktivitdst (Sanchez-Vives and McCormick, 2000), melynek
mintazata az idegsejtek koordinalt miikodésére utal (Tsodyks et al., 1999; Mao et al., 2001;
Cossart et al, 2003). Ikegaya és munkatarsai egér in vitro agykérgi haldzat spontan
aktivitasmintazatait elemezve szinkron aktiv idegsejtek precizen ismétlodd szekvencialis
aktivaciojarol szamoltak be (Ikegaya et al., 2004). MacLean és munkatérsai kimutattak, hogy
az in vitro talamikus stimuldci6 altal kivaltott agykérgi aktivitdsmintdzat lényegében nem
kiilonbozik a kéregben spontdn is lejatszodo aktivitdsmintazattél (MacLean et al., 2005). Ezek
az eredmények azt mutatjak, hogy a kérgi aktivitds mintdzata els6sorban a kéreg sajat belso
szerkezetébodl fakad, és hogy a szenzoros bemenet hidnyaban is fennalld spontén aktivitas nem
véletlenszertien, hanem funkcionalisan kapcsolt sejtek, sejtegyiittesek kozott terjedhet
szelektiven megerdsodott szinaptikus tvonalakon keresztiil.

Szamos in vivo €s in vitro vizsgélat alatdmasztja, hogy az agykérgi haldzat képes
komplex, sztereotip aktivitasmintazatok létrehozasara de a szinaptikus kapcsolatok szintjén
nem teljesen tisztdzott a mechanizmus ami lehetdvé teszi az aktivitds meghatarozott
szinaptikus tutvonalakon torténd terjedését. Ragcsalokban végzett in vivo vizsgalatok
kimutattdk, hogy mar egyetlen kérgi piramissejt aktivacioja is képes kivaltani bajusz szor
mozgast valamint befolyassal lenni az allat viselkedésére (Brecht et al., 2004; Houweling and
Brecht, 2008). A piramissejtek altal kivaltott lokalis monoszinaptikus serkentés 1-2 ms-os
latenciaval koveti a piramissejt akcids potencialjat a kéregben. Az aktivitds hosszabb ideji
fennmaradédsahoz, poliszinaptikus neuron-lancok aktivacioja kell. A kivaltott hatds mindkét
vizsgélat esetén tobb szdz milliszekundummal kovette a piramissejtek aktivitasat, de a
mechanizmus ami egy sejt aktivitasat viselkedési mintazattd transzformalja, nem ismert. A
halézati aktivitdas megfeleld mintazat szerinti terjedéséhez serkentd €s gatld feed-forward és
feed-back kapcsolatok egyiittes 0sszjatéka sziikséges (Lorente de No, 1938; Buzsaki, 1984;
Cobb et al., 1995; Miles et al., 1996; Fitzsimonds et al., 1997; Pouille and Scanziani, 2004;

Mittmann et al., 2005). A kérgi szinaptikus kapcsolatok eddigi vizsgdlata azonban azt mutatja,



hogy a piramissejtek kozotti serkentd kapcsolatok nagyon gyengék (Song et al., 2005).
Egyetlen piramissejt tobbnyire csak kiiszob alatti monoszinaptikus EPSP-ket, alkalmanként
legfeljebb, interneuronok aktivaciojan keresztiil, diszinaptikus IPSP-ket képes kivaltani
posztszinaptikus piramissejtekben (Miles, 1990; Galarreta and Hestrin, 2001; Mori et al.,
2004; Pouille and Scanziani, 2004; Silberberg and Markram, 2007). A gyenge serkentd
kapcsolatok alapjan az altaldnosan elfogadott elképzelés, hogy tobb tiz piramissejt
kell6képpen szinkronizalt konvergens bemenete sziikséges ahhoz, hogy a posztszinaptikus
piramissejtben akcids potencialt valtsanak ki €és a szinkron tiizeld piramissejtek szekvencialis
aktivacioja sziikséges az informacio terjedéséhez a kéregben (Abeles, 1991; Diesmann et al.,

1999; London et al., 2002).

1.3 A szerotonerg rendszer

Az agykéreg miikodésében a glutamaterg ¢s GABAerg sejtek mellett szamos mas
neurotranszmitter rendszer 1is szerepet jatszik. Koziilik a szerotonerg az elsd
neurotranszmitter rendszer, ami az egyedfejlodés soran kifejlodik (Levitt and Rakic, 1982). A
szerotonerg rendszernek fontos szerepe van a késdbbi neurogenezisben, az idegsejtek
differenciacidjaban és az idegsejt-halozatok kifejléddésében (Kirkwood, 2000; Azmitia, 2001;
Daubert and Condron, 2010). A szerotonin szamos alapvetd fizioldgiai folyamatban betoltott
szerepe mellett a viselkedést is befolydsolja. Szerepet jatszik az alvas-ébrenlét ciklus
szabalyozéasaban, stresszben, tanuldsban, kognitiv és emocionalis folyamatokban (Portas et
al., 2000; Maier and Watkins, 2005; Cools et al., 2008; Robbins and Arnsten, 2009). Szamos
pszichiatriai betegség - mint a depresszio, szorongasos zavarok, skizofrénia, Alzheimer-kor -
hatterében pedig részben a szerotonerg rendszer miitkodési zavarat vélik huzodni (Lucki,
1998; Meltzer et al., 1998; Jones and Blackburn, 2002; Nestler et al., 2002).

A szerotonint 1948-ban irtak le el6szor egy ér 0sszehuzodast kivaltd anyagként, amint
azt neve is mutatja (Rapport et al., 1948). Az 1950-es évek elején valt ismertté, hogy a
hallucinogén D-lizergsav-dietilamid szerotonin receptoron keresztiil fejti ki tudatmodositd
hatasat (Shaw and Woolley, 1956), valamit az, hogy a szerotonin egy endogén
neurotranszmitter a kdzponti idegrendszerben (Brodie et al., 1955; Brodie and Shore, 1957).
A szerotonin bioszintézis prekurzora az esszencidlis aminosav L-triptofan, melynek
hozzaférhet0sége az agy szamara érzékenyen befolydsolja a szerotonerg transzmissziot
(Schaechter and Wurtman, 1990). Az L-triptofanbol a triptofdn-hidroxildz (Walther et al.,

2003; Zhang et al., 2004) enzim altal eldészér 5-hidroxitriptofan, majd abbol az aminosav
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dekarboxildz enzim 4altal szerotonin keletkezik. A szerotonin biokémiai degradaciojat a
monoamin-oxidaz-A végzi. A monoamin-oxiddz-A majd egy aldehid dehidrogenaz enzim
segitségével 5-hidroxi-indolsavva alakul, ami a vizelettel {iriil ki a szervezetbdl.

A kozponti idegrendszerben a szerotonin forrasai a triptofan-hidroxilaz pozitiv
idegsejtek melyek az agytorzs teriiletén 9 magba csoportosulnak, melyek egylittesen alkotjak
a szerotonerg Raphe-magcsoportot (Dahlstroem and Fuxe, 1964; Joh et al., 1975; Hornung,
2003). Az itt elhelyezkedd szerotonerg idegsejtek axonjai a kdzponti idegrendszer nagy részét
beidegzik beleértve a teljes agykérgi régiot (Waterhouse et al., 1986; Wilson and Molliver,
1991). A szerotonerg neuronok az éberségi allapot fliggvényében 0,5-2,5 Hz-en tiizelnek.
Legaktivabbak ¢éber allapotban, mig REM alvas alatt teljesen inaktivak. A szerotonerg
rendszer egyik legjobban vizsgalt célteriilete a prefrontdlis kéreg (Andrade, 2011), mely
szamos magasabb rendli kognitiv tevékenységben ¢€s az érzelmi folyamatok szabalyozésaban
jatszik szerepet (Quirk and Beer, 2006). Szdmos allatfajon végzett vizsgalat azt mutatja, hogy
a szerotonerg axontermindlisoknak csak egy része alkot klasszikus szinapszist
posztszinaptikus struktirdkkal (Seguela et al., 1989). Makako prefrontalis kérgén végzett
vizsgalat azt mutatja, hogy a szerotonerg axonterminalisoknak minddssze egy negyede képez
klasszikus szinapszist (Smiley and Goldman-Rakic, 1996). Ezért feltételezik, hogy a
klasszikus szinaptikus transzmisszié mellett nagyobbrészt térfogati transzmisszioval jut el a
szerotonin a receptoraihoz (Descarries et al., 1975; Bunin and Wightman, 1999; Verge and
Calas, 2000), ebbdl pedig kovetkezik, hogy az extraszinaptikus szerotonin koncentracio
valtozdsa a fo6 meghatdrozdja a szerotonerg szignalizdcionak. Az extracelluaris szerotonin
koncentraci6 hatékony szabdlyozdéi a szerotonin transzporterek, amik a szerotonint az
extracellularis térbdl az axonterminalisokba juttatjak, az 1-3 nM-os tartomanyban tartva az
alapallapoti extracellularis szerotonin koncentraciét (Gobert et al., 1998). A szerotonerg
axonterminalisokbol egyetlen akcids potencidl hatdsara felszabaduld szerotonin, a lokalis
extracellularis szerotonin koncentraciot 50-100 nM-ra noveli és a szerotonerg rostok intenziv
ingerlésével ez az értek akar 500-800 nM-ra is emelkedhet (Bunin and Wightman, 1998).

A szerotoninnak tobb mint 14 receptora ismert az kdzponti idegrendszerben tobbségiik
a G-fehérje kapcsolt 7 TM receptorok csaladdjaba tartozik. Kifejezddésiik agyteriilet- és
sejtspecifikus mintdzatot mutat, és szamos jelatviteli at mikodését befolyasoljak (Hoyer et al.,
1994; Barnes and Sharp, 1999; Hoyer et al., 2002; Lambe et al., 2011). Koziiliikk az 5-HT 4 €s
5-HT,a receptorok a neokortex €s azon beliil is a prefrontalis kéreg leggyakoribb szerotonin
receptorai patkanyban (Santana et al., 2004; Puig et al., 2010) féemlésokben (Jakab and
Goldman-Rakic, 2000; DeFelipe et al., 2001; de Almeida and Mengod, 2007; de Almeida and
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Mengod, 2008) ¢és emberben (Hoyer et al., 1986; Hoyer et al., 1986; DeFelipe et al., 2001; de
Almeida and Mengod, 2007; de Almeida and Mengod, 2008) egyarant. A szerotonin kéregben
kivaltott sejt és halozatszintli mechanizmusairdl tobbnyire allatkisérletekbdl van informacionk
human adatok korlatozottak. A 5-HT;a és 5-HT,a receptorok mind fehérje mind mRNS
szinten kimutathatdéak piramissejtek és interneuronok bizonyos populdcidiban egyarant a
neokortex szamos teriiletén. A 5-HT, s receptor pertussis toxin érzékeny GTP kotd fehérjén
keresztiil szamos intracellularis effektor mechanizmust befolyasol (Andrade et al., 1986; De
Vivo and Maayani, 1986; Dumuis et al., 1988; Fargin et al., 1991). Kéalium-csatornak
kozvetlen szabdlyozasdn keresztil megndveli a sejtmembran kalium konduktanciajat
(Andrade et al.,, 1986; Schmitz et al, 1998) mely a piramissejtek ¢és interneuronok
hiperpolarizaciéjahoz (Andrade and Nicoll, 1987; Foehring et al., 2002; Xiang and Prince,
2003), vagy a transzmitter felszabadulas csokkenésén keresztiil a glutamaterg transzmisszio
csokkenéséhez vezet (Schmitz et al, 1998) patkdny agykéregben. A 5-HT;s receptor
aktivdcid in vitro ugyancsak csokkenti a piramissejtek (Zhong and Yan, 2011)
ingerelhetdségét tovabba in vivo csdkkenti piramissejtek és interneuronok aktivitasat patkany
prefrontalis kéregben (Amargos-Bosch et al., 2004; Puig et al., 2010).

A 5-HT;,a receptor pozitivan kapcsolt a foszfolipaz-C ttvonalhoz és aktivacidja az
inozitol-foszfat és a kalcium ionok intracellularis felhalmozddasahoz vezet (Pritchett et al.,
1988; Barnes and Sharp, 1999). A 5-HT,s aktivacié a piramissejtek és interneuronok
depolarizaci6jahoz vezet a kalium-csatorndk zarasan keresztiil az agykéreg szamos teriiletén
(Araneda and Andrade, 1991; Marek and Aghajanian, 1994; Aghajanian and Marek, 1997;
Foehring et al., 2002). In vitro noveli az idegsejtek ingerelhetdségét (Zhong and Yan, 2011) in
vivo pedig az interneuronok és piramissejtek (Amargos-Bosch et al., 2004; Puig et al., 2010)
akitvitasat fokozza.

A szerotonin funkcionalis hatasdt human kérgi neuronokon csak nagyon korlatozott
szamban vizsgaltak meg eddig (McCormick and Williamson, 1989; Newberry et al., 1999).
Patkany agykérgében leirtakkal 6sszhangban szerotonin 5-HT s receptor aktivacion keresztiil
hiperpolarizalja, a 5-HT,s receptor aktivacion keresztil pedig depolarizdlja a human
piramissejteket (Newberry et al., 1999). Nem human fajokon végzett kisérletek bizonyitjak
hogy a szerotonin szdmos agyteriileten befolyasolja a glutamaterg transzmisszidt, bar ezen
vizsgalatok szinte kivétel nélkiil a fiziologids extraszinaptikus szerotonin koncentracional
nagysagrendekkel magasabb koncentracioban vizsgaltdk a szerotonin hatasat (Ciranna, 2006).
A szerotoninnak a szinaptikus transzmissziot és halozati aktivitast befolyasolo hatdsa a human

agykéregben azonban még nem ismert.
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1.4 A szerotonerg rendszer érintettsége a depresszibban és szerepe a Kkognitiv
folyamatokban

A pszichiatriai betegségek nagy része hangulati és kognitiv zavarokkal tarsul (Roth et
al., 2004; Lewis and Moghaddam, 2006; Castaneda et al., 2008). A szerotonerg rendszer
kiemelt célpontja ezen tiinetek javitasat célz6 gyogyszereknek valamint fontos szerepet
tulajdonitanak neki ezen betegségek kialakulasaban (Jones and Blackburn, 2002; Roth et al.,
2004; Castren, 2005). A szerotonerg rendszer pszichidtriai betegségekben valo érintettsége
eloszor a 60-as években az elsd antidepresszansok hatdsmechanizmusanak vizsgalatakor
vetddott fel. A legelsd antidepresszans tulajdonsaggal emlitett gyogyszerek az iproniazid és az
imipramin voltak melyek hatasat az 50-es évek masodik felében irtak le eloszor (Kuhn, 1958).
A 60-as évek elejére az az elképzelés alakult ki, hogy az imipramin és a hozza hasonlo
triciklikus antidepresszansok (TCA) hatasukat az adrenerg sejtek monoamin visszavételének
gatlasan keresztiil fejtik ki. Bar az imipramin szerotonin visszavétel gatlé hatasat mar az 50-es
évek végén kimutattak vérlemezkékben a figyelem mégis csak azutan irdnyult a szerotoninra,
miutan Carlsson ¢és munkatarsai 1968-ban kimutattak, hogy a kozponti idegrendszeri
szerotonin visszavétel is blokkolhatd imipraminnal (Carlsson et al., 1968). A szerotonin
visszavétel gatlok blokkoljdk az idegsejtek membranjaban elhelyezkedd szerotonin
transzporterek mitkodését, melyeknek a feladata, hogy az agyi extracelluléris térbdl a sejtekbe
transzportaljak a szerotonint (Hiemke and Hartter, 2000). A transzporterek inaktivacidja az
extracellularis tér szerotonin koncentraciojanak novekedésehez vezet (Fuller, 1994). A TCA-k
azonban nem voltak specifikusak a monoamin visszavétel gatlasidra, hanem affinitassal
rendelkeztek szdmos mas receptor irant €s emiatt szamos nem kivant mellékhatassal birtak.
Ebbdl kifolyolag megindult a gyogyszertervezés a szelektiven a monoamin transzportot gatlo
molekuldk iranyaba.

Az els6 szelektiv szerotonin visszavétel gatlo (SSRI) kifejlesztésére (Zimeldine) az
1970-es évek elején keriilt kifejlesztésre amit még néhany masik kovetett a 70-es 80-as
é¢vekben. A fluoxetin (Prozac) és mas SSRI-ok felfedezése radikédlisan megvaltoztatta
depressziv betegségek kezelését (Wong et al., 1974; Wong et al., 1995). Mivel az SSRI-ok a
TCA-kal szemben joval kisebb affinitast mutatnak mas transzporterek és receptorok irant
emiatt alkalmazasuk joval kevesebb mellékhatassal jart, ennek kovetkeztében terdpias
hasznalatuk gyorsan elterjedt (Jones and Blackburn, 2002; Milane et al., 2006). Mivel a korai

antidepresszansok a szerotonerg ¢€s noradrenerg rendszer transzportereinek milkodését
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befolyasoltak kézenfekvd volt azt feltételezni, hogy ezen transzmitter rendszerek
megvaltozott miikdodése all a betegségek hatterében. Innen ered a depresszid monoaminerg
hipotézise amely az elégtelen agyi szerotonin koncentraciot teszi feleldssé a depresszio és
tiineteinek kialakulasaért ¢€s amely szerint a szerotonin transzporter blokkolok az
extracellularis szerotonin koncentracid6 megemelésével allitjak helyre az agy miikodését
(Maes M., 1995; Manji et al., 2001; Castren, 2005). A monoaminerg hipotézist tamogatja
szamos kisérlet melyben az agyi extracellularis szerotonin koncentraci6 valtozadsanak hatasat
vizsgaltdk a depresszid tiineteinek kezelésében. Az agyi szerotonin szint drasztikus
csokkentése a triptofan-hidroxildz gétld para-klorofenilalanin alkalmazasaval megakadalyozta
az imipramin terapids antidepresszans hatasat (Shopsin et al., 1975). Egy kevésbé drasztikus
¢és biztonsagosabb modszer az akut triptofdn deplécid, aminek lényege, hogy a triptofan
bevitel megvondsaval csokkenthetd a szérumban ¢és az agyban mérhetd szerotonin
koncentracid, mivel az L-triptofan a szerotonin szintézis prekurzora (Carpenter et al., 1998).
Az akut triptofdn deplécid az érzelem feldolgozds depressziora emlékeztetd tiineteit
eredményezte egészséges emberekben €s akut SSRI kezelés pedig ezzel ellenkezd hatast valt
ki (Harmer, 2008). Tovabbi vizsgélatok ezzel 6sszhangban kimutattdk, hogy akut triptofan
deplécid egészséges emberekben a hangulat és memoria funkcidk romléasat valamint
megnovekedett agresszidt, antidepresszans kezelésben részesiilt depresszids paciensekben
pedig a tlinetek rosszabbodasat eredményezte (Delgado et al., 1991; Bell et al., 2001; Riedel
et al., 2002; Wang et al., 2009).

A csokkent szerotonerg transzmisszid szerepét a depresszioban genetikai vizsgalatok
is alatamasztjadk. A szerotonin transzporter két allélja koziil a “rovid” allél alacsonyabb
transzkripcios hatasfokkal bir mint a “hossz(” allél. Igy a “rovid” alléllal rendelkezd sejtek
szerotonin transzporter expresszidja valamint a szerotonin visszavétel hatasfoka esetiikben
alacsonyabb mint a “hossz” alléllal rendelkezd sejteké (Lesch et al., 1996). Genetikai
vizsgélatok kimutattdk, hogy az egy vagy két “rovid” szerotonin transzporter allé¢llal
rendelkezd egyének hajlamosabbak a depressziora az életiik sordn Oket ért stresszes
koriilmények fliggvényében, mint a “hosszi” alléllal rendelkez6 homozigdta személyek
(Caspi et al., 2003).

A szerotonerg rendszer, igy az SSRI-ok is, a hangulat befolyasolasa mellett a kognitiv
képességekre is hatassal vannak (Schmitt et al, 2006). Nem-human fajokban végzett
vizsgalatok szerint a kognitiv flexibilitds - egy prefrontalis kéreghez kothetdé folyamat-,
romlott ha csokkentették a prefrontalis szerotonin szintet (Clarke et al., 2004), viszont javult,

ha flouxetinnel blokkoltdk a szerotonin transzporter rendszert, fokozva ezaltal a kérgi
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szerotonerg transzmissziot (Brigman et al., 2010). Klinikai kisérletek kimutattak tovabba,
hogy a szerotonerg transzmisszid valtozdsa embereknél is szamos kognitiv folyamatra
hatassal van (Schmitt et al., 2006; Schweighofer et al., 2008). Canli és munkatarsai
egészséges embereket vizsgalva azt talaltak, hogy a kognitiv feladatok végzése kozben
mérhetd agyi aktivitas intenzitdsa kiilonbséget mutat a szerotonin transzporter kiilonb6zo
alléljait hordoz6 egyének kozott (Canli et al., 2005). Akut triptofdn deplécid a depresszidban
megfigyelhetd teljesitményromlashoz vezetett a prefrontalis kéreghez kothetd érzelem
felismerést, diszkriminaciot és flexibilitast mérd kognitiv feladatokban (Murphy et al., 2002).
Kronikus fluoxetin  kezelés hatasara pedig depresszidos pacienseknél a memoria
teljesitményének novekedésérdl szamoltak be kiilonféle kognitiv feladatokban (Richardson et
al., 1994; Levkovitz et al., 2002; Schmitt et al., 2006).

Bar az SSRI-ok jellemzéen néhany hetes kronikus alkalmazas utan fejtik ki
antidepresszans hatasukat, azonban az érzelmi informaciok feldolgozasat mar akutan is
befolyasolhatjak (Harmer et al., 2003; Cools et al., 2008; Harmer, 2008). Az SSRI-ok akut és
kronikus hatasa sok tekintetben kiilonbozik egymastol, de feltételezheté hogy korai hatasuk

szerepet jatszik késOi kronikus hatasuk kifejlddésében (Castren, 2005; Harmer, 2008).
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2. CELKITUZESEK ES KOZREMUKODESEK

2.1 Célkitiizések

Azonositott sejtek kozotti szinaptikus kapcsolatok elektrofiziologiai valamint fény-és
elektronmikroszkdpos vizsgalata ismereteink szerint még nem tortént meg human
agykéregben. Disszertaciom a human agykérgi neuron-héalozatok szinaptikus szervezddésével

¢s miikodésével foglalkozik a kdvetkezd kérdésekre keresve a valaszt:

1. Milyen szinaptikus hatdssal birnak a piramissejtek human agykéregben a lokalis
neuronhalozatra?
szerotonin?

3. Hogyan befolyadsolja a human agykérgi halozati mikodést a terapias koncentracioju

fluoxetin?

2.2 Kozremiikodések

A 4.1. fejezet elektrofiziologiai kisérletek tervezését, kivitelezését €s kiertekelését Dr.
Molnar Gabor, Dr. Olah Szabolcs, Dr. Szabadics Janos, Dr. Fiile Miklés és Dr. Tamas Gabor
végezték. A 4.1 fejezet 3 dimenzids fénymikroszkopos rekonstrukciéit Toth Eva (3. és 8.
abrak) valamint én (5., 6. és 7. abrak) végeztik. A 4.1 fejezet elektronmikroszkdpos
vizsgalatait én végeztem.

A 4.2. fejezet elektrofiziologiai kisérletek tervezését Dr. Molndr Gébor, Dr. Oldh
Szabolcs, Dr. Tamas Gabor ¢€s én végeztiik. Az elektrofiziologiai kisérletek nagy részét én
végeztem, a kisérletekhez hozzdjarultak még: Rézsa Marton, Dr. Oldh Szabolcs, Dr. Molnar
Gabor ¢és Dr. Fiile Miklos. A 4.2 fejezet teljes kiértekelését én végeztem, a human paciensekre
vonatkoz6 adatok kivételével. A human péciensekre vonatkozd adatokkal kapcsolatos
kiértékelést Dr. Tamas Gabor végezte.

A human mintdkat Dr. Barzé Pal biztositotta szamunkra. A hisztolégiai munkakat

Toth Eva végezte.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Agyszelet készités

Minden vizsgalat a Helsinki Nyilatkozat értelmében €s a Szegedi Tudomany Egyetem
Etikai Bizottsaganak engedélyével tortént. A humdn neokortikalis szeletek olyan,
szubkortikalis tumorban szenvedd betegek akut biopszids szoveteibdl késziiltek, akiknél a
tumor sebészeti megkozelitéshez sziikségszerti volt eltavolitani a bal vagy jobb oldali
frontalis, parietalis vagy temporalis kérgi teriiletek egy részét. A betegek (18-73 év) a miitét
elott a szovetmintdk ilyen jellegli kutatdsra vald felhasznalasat irasban engedélyezték.

A mitétek a Szegedi Tudomanyegyetem Idegsebészeti Klinikdjan torténtek.
Anesztézia indukélasa midazolam (0,03mg/kg) és fentanil (1-2 pg/kg) intravénas adasaval
valamint intravénds bolusban adott propofollal (1-2 mg/kg) tortént. Az endotrachedlis
intubaci6 konnyitésére a paciensek 0,5 mg/kg rocuroniumot kaptak. Az intubacido 120
masodperccel ezt kdvetden tortént €s a pacienst O, és N,O 1:2 aranyu elegyével I€legeztették.
Az anesztézia megfeleld szinten tartdsa szevoflurannal tortént.

A sebészileg eltavolitott szovetblokkokat a miitében azonnal jéghideg (3-6 °C) magas
szachar6z tartalmi mesterséges agy-gerincveld folyadékba helyeztiik. Az oldat Osszetétele
mM-ban kifejezve a kdvetkezd volt: 85 NaCl, 2,5 KCI, 1,25 NaH,PO4, 25 NaHCO3, 0,5
CaCl,, 4 MgSO4, 25 d(+)-gliikdéz, 75 szachardéz, 95% O,-t ¢és 5% CO,-t tartalmazod
gazeleggyel telitve. A szdvetblokkbdl vibrald pengéjii mikrotommal (Microm HM 650 V) 320
pm vastag szeleteket metszettiink. A szeleteket a metsz€s sordn hasznalt mesterséges agy-
gerincveldi folyadékba helyeztiik majd 1 6ran keresztiil 30 °C-on inkubaltuk. Az inkubéacio
soran a magas szacharoz tartalmua folyadékot fokozatosan lecseréltiik a kovetkezd Gsszetételii
szobahOmérsékletli alacsony kélcium tartalmi mesterséges agy-gerincveldi folyadékra: 130
NaCl, 3,5 KCl, 1 NaH,PO4, 24 NaHCOs3, 1 CaCl,, 3 MgSOs4, 10 d(+)-gliikoz, 95% O,-t és 5%
CO,-t tartalmazo gazeleggyel telitve. A szeleteket tovabbi felhaszndlasukig ebben az oldatban

taroltuk.

3.2 Elektrofiziologia

Az elektrofiziologiai vizsgéalatokhoz a szeleteket 36 ©°C-os elvezetd kamréba

helyeztiik, amelyen keresztiil mesterséges agy-gerincveldi folyadékot éaramoltattunk 2-3

17



ml/perc sebességgel. Az -elektrofiziolégiai elvezetés soran hasznalt mesterséges agy-
gerincveldl folyadék annyiban kiilonbdzott a tarolashoz hasznalt oldattol, hogy az 3 mM
CaCly-ot ¢és 1,5 mM MgSOs-ot tartalmazott. Az elektrofizioldgiai elvezetéseket whole cell
patch clamp technikdval végeztiik egyszerre legfeljebb négy II/III. rétegbeli idegsejtbdl. A
sejteket infravords differencial interferencia kontraszt (DIC) videomikroszkopia (Zeiss
Axioskop FS mikroszkop, Hamamatsu C2400 CCD kamera, Luigs & Neumann Infrapatch
SM1 manipulétor rendszer illetve Olympus BX61WI mikroszkép, PCO CCD kamera, Luigs
& Neumann Infrapatch SMS5 manipulator rendszer) segitségével vizualizaltuk 60-130 um-re a
szelet felszinétdl 40x-es vizimmerzios objektivvel. A piramissejtekbdl torténd elvezetéshez
haromszog/piramis alaku sejteket kerestiink, melyek vastag apikalis dendritje jol kivehetd volt
a szeletben. Interneuronok célzott keresésekor az elébbiektdl kiilonb6zo, foként kisebb kerek,
hosszukas sejteket kerestiink, melyeknél nem volt apikalis dendrit jelenlétére utald jel.

A mikropipettakat (4-6 MOhm) alacsony kloridion tartalmi intracellularis oldattal
toltottilk meg (pH 7,25, 300 mOsm) hogy a GABAerg ¢és glutamaterg események konnyen
elkiilonithetéek legyenek. Az elvezetésekhez a kovetkezd Osszetételii intracellularis oldatot
hasznaltuk: 126 mM K-gliikonat, 4 mM KCI, 4 mM ATP-Mg, 0,3 mM GTP-Na,, 10 mM
HEPES, 10 mM keratin-foszfat és 8 mM biocitin. Az elektrofiziologiai elvezetéseket aramzar
izemmodban végeztik (HEKA EPC 9/2, HEKA EPC 10 patch-clamp erdsitok), a mért
elektromos jeleket 8 kHz-en sziirtiik, 16 kHz-en digitalizaltuk és PULSE illetve PatchMaster
szoftverek (HEKA, Lambrech/Pfalz, Németorszag) segitségével mértiik ¢és analizaltuk.

A sejtek passziv elektromos tulajdonsagait €s tiizelési mintazatukat a bevett gyakorlat
szerint a sejtek nyugalmi membran potencialjan mértiikk aramzar tlizemmodban 2
masodpercenként 800 ms-os négyszogimpulzust injektalva a sejtbe. A négyszdgimpulzsok -
100 pA-tél kezdddtek és 20 pA-el novekedtek minden egyes ismétléskor. Szinaptikus
kapcsolatok vizsgalata soran a preszinaptikus sejteket révid 2-8 ms—os, 900 pA-es
araminjekcioval stimulaltuk, hogy akcios potencialt valtsunk ki benniik. A kapcsolatok rovid
tavi szinaptikus plaszticitdsanak jellemzésre a legtobb esetben paros pulzus protokollt
alkalmaztunk, melynek sordn a preszinaptikus sejtben 7-15 madsodpercenként két akcios
potencialt valtottunk ki egymastol 60 ms tavolsagra. Serkentd posztszinaptikus potencidlos
(EPSP) vizsgalata soran a posztszinaptikus sejtet nyugalmi membranpotencial értéken
tartottuk. Gatlo posztszinaptikus potencidlokat (IPSP) is tartalmaz6 kapcsolat esetén a
posztszinaptikus sejt membranpotencialjat 40 mV és -50 mV kozotti értéken tartottuk. A
monoszinaptikus EPSP-k és IPSP-k amplitidojat a posztszinaptikus valasz maximuma ¢€s az

araminjekcio eldtt mért membranpotencidl érték kiilonbségével adtuk meg. A szinaptikus
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események latencidja a preszinaptikus sejtben keltett akcidés potenciadl maximumatol a
posztszinaptikus sejtben detektalt szinaptikus esemény kezdetéig (EPSP, IPSP) eltelt id6. A
paros pulzus arany (PPR) a péros pulzus protokoll soran kivaltott masodik (EPSP2) és els6
EPSP amplittdok (EPSP1) atlagainak a héanyadosa: PPR=EPSP2/EPSP1. Az EPSP
amplitadok varidcios koefficiense (CV) az EPSP amplitud6 szorasdnak (SD) és atlaganak a
hanyadosa. Transzmisszios hibanak tekintettiik azt, amikor a preszinaptikus sejtben kivaltott
akcids potencidl nem valtott ki posztszinaptikus potencialt. A sejtek bemend ellenédllasat a
hiperpolarizald aramra adott maximalis fesziiltségvalaszbol szamoltuk ki. A reobazikus
aramot 2-5 pA-enként novelt 800 ms-ig tartd depolarizald aramlépcsdvel hataroztuk meg.

Az egyes kisérletekre vonatkozd adatokat 20-100 mérés értékének az atlagaval és
szorasaval (SD) hataroztuk meg. Valamennyi értéknek az atlagat €s szorasat (SD) adtuk meg,
feltiintetve a kiértékelésbe belevett kisérletek szdmat (n) és az eredmények szignifikancia
szintjét. Szignifikdnsnak tekintettiink egy eredményt, p<0,05 esetén. Statisztikai eljarasként
Wilcoxon-féle eldjeles rangprobat, paros-t tesztet, Mann-Whitney U-tesztet és Kolmogorov-
Smirnov tesztet hasznaltunk (SPSS 15.0, IBM, USA). Ha masképp nem jelezziik, az
elektrofiziologiai felvételeket mint 20-100 mérés atlagat vagy mint 10 egymasra helyezett
mérést abrazolunk. Utdbbi esetben az egyes gorbék preszinaptikus akcids potencial eldtti

alapvonalat az attekinthetdség kedvéért kozos értékre hoztuk.

3.3 Farmakologia

Valamennyi farmakont az elvezet6 oldatban feloldva extracellularisan alkalmaztunk a
szovegben jelzett koncentraciok szerint és a farmakon mentes elvezetd oldattal megegyezo
médon juttattuk be az elvezeté kamrdba. Kisérleteinkben a kovetkezd farmakonokat
hasznaltuk: szerotonin-hidroklorid (5-HT), alfa-metil-szerotonin maleat (Sigma); 2,3-Dioxo-
6-nitro-1,2,3,4-tetrahydrobenzo[ flquinoxaline-7-sulfonamide (NBQX), gabazine, fluoxetin,
buspiron, (%)-7-Hydroxy-2-dipropylaminotetralin hydrobromide (8-OH-DPAT), 2-metil-
szerotonin  (2-metil-5-HT),  5-Propoxy-3-(1,2,3,6-tetrahydro-4-pyridinyl)-1H-pyrrolo[3,2-
b]pyridine hydrochloride (CP94253) és 1-(2,4-Dichlorophenyl)-5-(4-iodophenyl)-4-methyl-
N-1-piperidinyl-1H-pyrazole-3-carboxamide (AM251) (Tocris). Szerotonin ¢és AM251
oldatokat kozvetleniill a kisérletek elott készitettik el. Az AM251-et 0,0002 %
végkoncentracioju dimetil-szulfoxiddal (DMSO) vittilk vizes oldatba. A tobbi farmakont

frissen vagy —20 °C-on tarolt torzsoldatokbol készitettiik. A farmakonokat tartalmazo elvezetd
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oldatot 10-15 percig aramoltattuk az elvezeté kamran 4t a kisérletek soran, hatasuk

kiértekelése pedig az 5. perc utdni iddszakra korlatozodott.

3.4 Hisztologia

A hisztologiai eljarés célja az elektrofiziologiai elvezetések soran biocitinnel feltoltott
idegsejtek fény- ¢és elektronmikroszkdpos vizsgéalatokra torténd elokészitése volt. Az
elektrofiziologiai kisérleteket kovetden a szeleteket két Millipore sziirOpapir kdzé helyeztiik a
deformacio elkertilése végett, majd 12 6ran keresztiil fixaltuk 4 % pararformaldehidet, 1,25 %
glutaraldehidet és 15 % pikrinsavat tartalmazo 0,1 M foszfat-pufferoldatban (pH: 7,4). A
fixalo-oldatot 0,1 M foszfat-pufferrel torténd tobbszori &tmosassal eltavolitottuk a szeletekrdl,
ezt kovetden a szeleteket 10 %-os majd 20 %-os szachardzt tartalmazo 0,1 M foszfat-pufferbe
helyeztiik, hogy védjik az ezt kovetkezd fagyasztas sordan a membranok szerkezetét. A
szeleteket zart eppendorf csOben néhany masodpercre folyékony nitrogénbe helyezve
fagyasztottuk, majd ezt kovetden 10%-os zselatinba agyaztuk, végil jéghideg foszfat-
pufferben 70 um-es szeletekre metszettiik Leica VT 1000S mikrotommal. A metszeteket ezt
kovetden tris-bufferben oldott (1:100, pH 7,4) avidin-biotin-tormaperoxidaz komplexben
(ABC, Vector Labs) inkubaltuk 4 °C-on egy €jszakéan at. Az enzimreakciohoz kromogénként
0,05%-0s 3’3-diaminobenzidine tetrahidrokloridot (DAB), oxidansként pedig 0,01 %-os
H,0;-ot hasznaltunk. A reakcid végeztével a DAB sotétbarna csapadékként csapddott ki a
biocitint tartalmazo sejtekben. A metszeteket 0,1 M-os foszfat-pufferban feloldott 1%-os
0s04-dal utofixaltuk, majd desztillalt vizes mosas utan 1 %-os uranil-acetattal kezeltiik hogy
késObbi esetleges elektronmikroszkdpos vizsgalatokra is alkalmasak legyenek. Ezt kovetden a
szeleteket felszallo alkoholsorral dehidraltuk, végiil epoxigyantaba (Durcupan, Fluka) tettiik
¢s targylemezre helyeztiik (Buhl et al., 1994; Tamas et al., 1997; Tamas et al., 2000).

3.5 Sejt azonositas és harom-dimenziés fénymikroszkopos rekonstrukcio

A hisztoldgiai eljaras sordn lathatova valt sejteket az elektrofiziologiai elvezetés soran
a sejtek egymashoz viszonyitott elhelyezkedésérdl készitett sematikus diagram alapjan
azonositottuk ¢€s hataroztuk meg sejttipusukat. Piramissejtek azonositdsa vastag apikalis
dendritjiik és tiiskézett apikalis és bazalis dendritjeik, tovabba az axonnak a szoma bazalis
részeérdl torténd eredése alapjan tortént. Axo-axonikus sejtek azonositasa vertikalis sorokban,

fiizérszertien elhelyezkedd axonterminalisaik — az angol nyelvii szakirodalomban “cartridge”-
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nak nevezett anatomiai képlet - alapjan tortént. Kosarsejteknek tekintettiik azokat az
interneuronokat, melyek axonterminalisai a fénymikroszképos megbizhatdsag szintjén
szinaptikus kapcsolat jelenlétét lehetdve tevo kozelségbe keriiltek mas sejtek vagy autaptikus
médon dnmaguk szomajaval, illetve periszomatikus régioival. Minden egyéb, ebbe a harom
csoportba biztonsdggal nem sorolhaté (és nem glia) sejtet az interneuronok altaldnos
csoportjaba soroltunk. A biocitinnel feltoltott sejtek harom-dimenzids rekonstrukcidjat a
Neurolucida rendszer (MicroBrightField, Colchester, USA) és BX-60F (Olympus, Tokyo,
Japan) fénymikroszkop segitségével végeztikk 100x-os olajimmerzids objektivvel. A
rekonstrukciok soran rekonstrualtuk a sejtek sejttestét, dendritfajat és axonjat tovabba a sejtek
teljes terjedelmében meghatdroztuk a lehetséges szinapszisok helyét. Két sejt kozott akkor
feltételeztiink szinapszist, ha az egyik sejt axontermindlisa a masik sejt dendritjével,
sejttestével vagy axon-inicialis szegmentumaval érintkezett és fénymikroszkoppal a két
strukttrat elkiiloniteni nem lehetett. A szinapszisok posztszinaptikus szomatol vald tavolsagat
Neuroexplorer  (MicroBrightField, Colchester, USA) programmal mértik. A
fénymikroszkopos vizsgalatok sordn azonositott lehetséges szinapszisokrol —digitélis
fényképeket készitettiink majd a vizsgalt teriiletet kivagtuk és atagyaztuk epoxigyanta

blokkba tovabbi elektronmikroszkdpos vizsgalatok céljabol.

3.6 Elektronmikroszkopia

A kivagott metszetbdl ultramikrotdmmal (RMC MTXL, Boeckler Instruments,
Tucson, Arizona) 70 nm-es sorozatmetszeteket készitettiink, melyeket hartyasitott (Formvar,
TAAB) egylyukt réz gridekre emeltiink. Az ultravékony metszeteket Tecnai-12 (Fei)
elektronmikroszkoppal — vizsgaltuk  43000-szeres nagyitasig. A szinapszisokat a
fénymikroszkopos fotok segitségével a szinapszisnak a metszetben vald pozicidja alapjan
azonositottuk és jellemzdéen 26500x-o0s ¢€s 43000x-es nagyitasu digitalis képet készitettiink
roluk. A fénymikroszkdpban azonositott kozelfekvéseket a kovetkezd kritériumok egyiittes
teljestilése esetén azonositottuk szinapszisnak: (1) szinaptikus vezikulak felhalmozodéasa a
preszinaptikus terminalisban; (2) a pre- és posztszinaptikus membranfelszinek lefutdsa
parhuzamos a szinapszis teriiletén ¢és (3) a koztiik 1év0 szinaptikus rés szélesebb (mintegy 16-
25 nm széles) mint a sejtek kozti extracellularis tér. A biocitinnel feltoltott sejtekhez tartozod
struktirdkban a kicsapodott ¢és elektronmikroszkopban sotét képet ado DAB sokszor
megnehezitette a preszinaptikus vezikuldk vizsgalatat, ilyenkor a masik két feltétel teljesiilése

esetén igazoltnak tekintettiik a szinaptikus kapcsolat 1étét.
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4. EREDMENYEK

4.1 Egy sejt altal kivaltott haléozati események a human agykéregben

Patch clamp whole cell technikdval végeztiink szimultan elektrofiziologiai
elvezetéseket II/III. rétegbeli idegsejt parokbdl, harmasokbdl, négyesekbdl (n=429
sejtcsoport) human agykérgi szeletekben (n=383). A mintdk 58, 18 és 75 év kozotti paciens
temporalis (n=30), frontalis (n=22) ¢és parietalis (n=6) nem epilepszias agykérgi teriileteirdl
szarmaztak. Elvezetéseink soran akcids potencidlt valtottunk ki piramissejtekben (n=681) és
ezzel egyidében monitoroztuk a veliik egyidejlileg elvezetett kdrnyezd piramissejtek (n=252)

¢s interneuronok (n=481) membranpotencial valtozasait.

4.1.1 Piramissejtek posztszinaptikus hatasai a human agykéregben

Piramissejtekben (n=121) kivaltott akcids potencidl monoszinaptikus latenciaja EPSP-
ket eredményezett a vele egyidOben elvezetett piramissejteken (0,91+£0,46 ms, n=38) és
interneuronokon (0,86+0,32 ms, n=93) (1. A abra). Ezen kiviil egyetlen piramissejt (n=177)
egyetlen akcios potenciallal képes volt a monoszinaptikusnal hosszabb, poliszinaptikus
latenciajii posztszinaptikus potencidlokat is kivaltani (p<0,001, 1. A-C abra) mas
piramissejteken (10,02+6,83 ms, n=144) ¢és interneuronokon (8,54+6,19 ms, n=82). A
piramissejtekre ¢€s interneuronokra érkezd poliszinaptikus posztszinaptikus potencidlok
(pPSP-k) — vagy egyszerlibben poliszinaptikus események-, IPSP-ket (n=195 és n=96,
értelemszeriien) és/vagy EPSP-ket (n=12 ¢és n=5, értelemszeriien) tartalmaztak, és egyetlen
sejtre akar tobb pPSP-bol allo dsszetett eseménysorozat is érkezhetett (n=35, 1. A-C abra). A
poliszinaptikus események gyakorisaga megndvekedett a preszinaptikus akcids potencialt
kovetd 37+17 ms—ban, az akcids potencidl eltti 10 ms-os iddintervallumhoz viszonyitva (1.
B, C abra). Ezen eredmények azt mutatjadk, hogy egyetlen piramissejt egyetlen akcios
potencialja 10-szer hosszabb latenciaji szinaptikus események kivaltasara is képes akar
human agykéregben, mint azt mas fajok esetében tapasztaltak (Miles, 1990; Galarreta and

Hestrin, 2001; Mori et al., 2004; Pouille and Scanziani, 2004; Silberberg and Markram, 2007).
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1. abra. Piramissejt egyetlen akcids potencialja altal kivaltott posztszinaptikus események a humin
agykéregben

(A) Piramissejt egyetlen akcids potencidlja (pir pre) - feliillrdl lefelé haladva - monosznaptikus EPSP-t,
monoszinaptikus EPSP-t kovetd poliszinaptikus IPSP-t, poliszinaptikus IPSP-ket valamint poliszinaptikus EPSP-
t valtott ki posztszinaptikus interneuronokban (kék) és piramissejtekben (piros). A preszinaptikus akcios
potencial idozitését az (A-C) paneleken szaggatott vonallal jeleztiik. (B) Piramissejt egyetlen akcios potencialja
(pir 1) altal kivaltott kiilonbdz6é poliszinaptikus eseménysorozatok két, szimultan elvezetett posztszinaptikus
piramissejtben (pir 2 és pir 3). A kék pontok az IPSP-k, mig a piros pontok az EPSP-k kezdetét jeldlik. (C) A (B)
panelen bemutatott két kapcsolat poliszinaptikus eseményeinek latenciajat abrazoltuk 54 egymast kovetd
ismétlés soran. A kék pontok az IPSP-k, mig a piros pontok az EPSP-k kezdetét jeldlik a preszinaptikus akcios
potencialhoz viszonyitva. (D) A poliszinaptikus posztszinaptikus potencialok latencidjanak atlaga és szérasa
(SD) kozotti kettés logaritmikus korrelacio. Az egyes poliszinaptikus eseményeket karikakkal, azok

megbizhatosagat (kivalthatosaguk gyakorisagat) pedig a karikak méretével jeleztiik.
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Vizsgalataink nem talaltak Osszefliggést az egy sejt altal kivaltott poliszinaptikus
események eldéforduldsa és az agykérgi minta eredete kozott. A vizsgalt paciensek 93%-aban
(54/58), 383 agyszeletbdl 105-ben detektaltunk poliszinaptikus kapcsolatokat, €s nem
talaltunk 6sszefliggést a kapcsolatok el6fordulasa valamint a mintak kérgi eredete, a paciens
kora, betegsége €s medikacioja kozott. Ezen eredmények azt mutatjak, hogy az egy sejt altal
kivaltott poliszinaptikus események gyakori eléfordulasa, a human agykéregi neuron
halézatok sajatossdga, amely a human agykéreg szamos teriiletére jellemzd.

A posztszinaptikus eseménysorozatok idébeli strukturdltsaga az adott kapcsolatra
jellemzé mintdzatot mutattak (1. C abra). Ezen kivil, amig az egyes poliszinaptikus
események eldfordulasi valdszinlisége - egy adott kapcsolaton beliil - nem mutatott
korrelaciot azok latenciajaval addig az események latencidja €s azok szorasa kozott dupla
logaritmikus korrelaciot talaltunk (R=0,90, p<0,001, 1. D abra). Ezek alapjan feltételezhetd,
hogy a poliszinaptikus eseménysorozatok idébeli strukturaltsiga a preszinaptikus piramissejt
altal kozvetleniil, vagy kozvetve aktivalt, a posztszinaptikus sejtre konvergdld neuronok
meghatarozott sorrendben torténd aktivacidjanak a kovetkezménye, €s a tobb szinaptikus
attevodést igényld posztszinaptikus eseményeknek a latenciija, valamint latencidjanak a
szorasa is nagyobb. Ennek a feltételezésnek tovabbi megerdsitésére megvizsgaltuk, hogy
talalunk-e olyan ugyanarra vagy kiilonbozd sejtekre érkezd egy sejt feldél kivaltott
poliszinaptikus eseményeket, melyek latencidja egyiitt valtozik a preszinaptikus sejt ismételt
ingerlése soran. Az esemény-parok egy részében az események nem mutatattak iddbeli
korrelaciot az 6ket megeldézdé vagy utdnuk kovetkezd szinaptikus eseményekkel, feltehetdleg
részben a késd1 események latencidjanak nagy szoérasa vagy nagyrészt kiilonalld szinaptikus
utvonalak érintettsége miatt (2. A abra). Taldltunk azonban olyan IPSP-IPSP (n=7) és IPSP-
EPSP (n=7) szekvencidju poliszinaptikus esemény-parokat melyek tagjainak latenciai szoros
korrelaciot mutattak egymassal (R>0,84, p<0,05) (2. B abra). Az id6ben korreldlo
poliszinaptikus események magyarazhatoak egy — legalabb részben — ko6z0s szinaptikus
utvonal aktivacidjanak eredményeként melyben a k6zos koztes sejtek aktivacidjanak idébeli
variabilitdsa hasonld mértékben befolydsolja a vizsgalt poliszinaptikus események latenciajat.
Ennek megfeleléen eredményeink azt mutatjak, hogy egyetlen piramissejtben kivaltott akcios
potencial képes lehet meghatarozott mintdzat szerint aktivalni kérgi idegsejt egyiittesek
tagjait, melyek nem feltétleniil kapnak kozvetlen szinaptikus bemenetet az aktivaciojukat

el61dézo sejttdl, 6sszhangban a Hebb altal javasolt sejt-egyiittes hipotézissel.
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2. abra. Piramissejt altal kivaltott poliszinaptikus esemény-parok latencidinak egymashoz viszonyitott
valtozasa

(A) Idében egymastdl fiiggetlen poliszinaptikus események: az 1-es és 2-es esemény latencidja egymastol
fiiggetlentil valtozik. (B) Idében korrelald poliszinaptikus eseményparok: az 1-es és 2-es esemény latencidja
egymassal Osszhangban valtozik a preszinaptikus piramissejt ismételt aktivaciojara. A kiilonboz6 szinek,
kiilonbozé kisérleteknek felelnek meg. Az abrak jobb oldalan 1évé négyzetekben a nulldhoz kozeli, négyzettel

jelolt régidk lathatoak kinagyitva.

4.1.2 A poliszinaptikus kapcsolatok farmakolégiai jellemzése

Farmakoldgiai modszerekkel vizsgaltuk, milyen szinaptikus mechanizmus hiizoédhat a
piramissejtek altal kivaltott poliszinaptikus események hatterében. Mind a GABA-a receptor
antagonista gabazine (10 uM, n=5) mind pedig az AMPA receptor antagonista NBQX (10
pM, n=4) kiilon-kiilon, vagy egymds utan alkalmazva megakadalyoztak a poliszinaptikus
IPSP-k el6fordulasat (n=6) (3. A-D abra). Ez a glutamaterg és GABAerg antagonistak irant
mutatott kettds érzékenység feltételez egy hatékonyan aktivalhatd, minimalisan diszinaptikus
idegsejt lancolatot, ahol a preszinaptikus piramissejt altal aktivalt GABAerg interneuron — a
piramissejt akcids potencialjahoz képest - diszinaptikus IPSP-t valt ki annak posztszinaptikus
sejtjén, ahogy azt korabban mar kimutattak mas fajokban (Miles, 1990; Galarreta and Hestrin,
2001; Mori et al., 2004; Pouille and Scanziani, 2004; Silberberg and Markram, 2007). Bar az
ismert, hogy egyetlen piramissejt képes diszinaptikus IPSP-ket kivaltani ragcsalok kérgi
hal6zataiban de az nem ismert, hogy képes lenne diszinaptikusndl hosszabb latenciaja
poliszinaptikus IPSP-k, kiilonosen EPSP-k kivaltasdra. Mintdinkban piramissejtek képesek

voltak monoszinaptikusndl hosszabb latencidju (11,88+8,66 ms, p<0,001) poliszinaptikus
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EPSP-ket is kivaltani (n=17). A poliszinaptikus EPSP-k gabazine-nal (10 uM) blokkolhat6ak
voltak (n=6) (3. E abra), mutatva, hogy egy GABAerg szinaptikus 1épés is sziikséges a
poliszinaptikus serkentés megvalosulasdhoz. Azokban a kapcsolatokban, melyekben
piramissejt poliszinaptikus latenciaja EPSP-ket valtott ki, a posztszinaptikus események
iddbeli eloszlasa azt mutatta, hogy a monoszinaptikus EPSP-ket kizarolag diszinaptikus IPSP-
k kovetik és igy a poliszinaptikus EPSP-k legkevesebb triszinaptikus latencidjuak (3. F abra).
Ezek alapjan feltételezhetd, hogy piramissejtek elsé 1épésként GABAerg sejteket képesek
aktivalni és a poliszinaptikus IPSP-k és EPSP-k ezt kovetd haldézati mechanizmusok

eredményei.
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3. abra. A piramissejt altal
kivaltott poliszinaptikus
események farmakolégiai
jellemzése

(A-D) A piramissejt altal kivaltott
poliszinaptikus IPSP-k GABA-a és
AMPA-tipusu glutamaterg
receptorok aktivaciojat igényli. (A),
Monoszinaptikus serkentd kapcsolat
két piramissejt kozott (pir 1 pre és
pir 2 poszt). (B) Egy harmadik
piramissejt (pir 3 pre) a
monoszinaptikus EPSP-nél
hosszabb latenciaval érkezé IPSP-t
valt ki az (A) panelen is szerepld
posztszinaptikus piramissejten. Az
IPSP-t gabazine és NBQX is
elttintette. (C) A harom piramissejt
fénymikroszkopos rekonstrukcioja
és (D) a koztiik 1év6 kapcsolatok
sematikus abrazolasa az (A) és (B)
panelnek szinezésének megfelelden,
feltlintetve a  gatlast kozvetitd
potencialis interneuron (fekete kor)
feltételezett helyét a halozatban. (E,
F) A poliszinaptikus EPSP-k
kialakulasahoz GABA-a receptor
kozvetitette  halozati  esemény
szilkséges. (E) Egy piramissejtben
kivaltott egyetlen akcids potencial
poliszinaptikus IPSP-t és EPSP-t
valtott ki egy kosarsejtben (ks).
Gabazine mindkét eseményt
eltiintette. (F) EPSP-k és IPSP-k
gyakorisaganak iddbeli eloszlasa
olyan kapcsolatokban, ahol a
preszinaptikus  piramissejt akcios
potencialja poliszinaptikus EPSP-t is
kivaltott a posztszinaptikus
sejtekben. A monoszinaptikus
EPSP-ket kizarolag diszinaptikus
IPSP-k kovetik és a poliszinaptikus
EPSP-k minimalisan triszinaptikus
latenciajuak.



4.1.3 Monoszinaptikus serkentd kapcsolatok elektrofiziologiai valamint fény- és

elektronmikroszkopos vizsgalata

A tovabbiakban serkentd monoszinaptikus kapcsolatok EPSP amplitadoit vizsgéaltuk
piramissejt-piramissejt (n=38) ¢és piramissejt-interneuron (n=65) parokban, nyugalmi
membranpotencidlon tartva a posztszinaptikus piramissejteket (-73+3 mV) és interneuronokat
(-62+4 mV). Az interneuronokat fénymikroszkopos azonositas utan a kosarsejtek (n=56) és az
axo-axonikus sejtek (n=9) csoportjaba soroltuk (Id. Anyagok ¢s Moddszerek). A hasonlo
elektrofiziologiai tulajdonsagaik és a rajuk érkez6 EPSP-k kinetikdja alapjan a két csoport
adatait egyiitt értékeltiik. A piramissejtekre €s interneuronokra érkez6 monoszinaptikus EPSP-
k amplitad6 eloszlasa szignifikans kiilonbséget mutatott (p<0,001, Kolmogorov-Smirnov
teszt, 4. abra) a piramissejt-interneuron kapcsolatokban eléfordul6é nagy amplitidoja EPSP-k
miatt. Hasonloan mas fajokban kapott értékekhez (Miles, 1990; Povysheva et al., 2006), az
interneuronok bemend ellendlldsa (134464 MOhm) nagyobb volt mint a piramissejteké
(102451 MOhm, p<0,042). A kétféle sejttipus bemend ellenallasaban mutatkozd 30%-os
kiilonbség Onmagaban nem magyardzza a 6 mV-nal nagyobb amplituadoji EPSP-k
el6forduldsat a piramissejt-interneuron kapcsolatokban. Ezen kiviil, az EPSP-k amplitidoja és
a posztszinaptikus sejt bemend ellendllasa nem mutattak korreldciot egymassal sem a
piramissejtek sem az interneuronok esetében. Ugyancsak Osszehasonlitottuk a piramissejt-
interneuron  kapcsolatokban a preszinaptikus piramissejtre €s a posztszinaptikus
interneuronokra érkezd spontan EPSP-knek a sejtek bemend ellenallasdra normalizalt
amplitado eloszlasat egymdssal. A két sejtpopulaciora érkezd spontan EPSP-k amplitado
eloszlasa kiilonbozott egymastdl az interneuronokra érkez6 magasabb amplitudoji EPSP-k
kovetkeztében (p<0,001, Kolmogorov-Smirnov teszt, 4. abra). Ezek az eredmények azt
mutatjadk, hogy az interneuronokra érkezd serkent6é bemenetek egy része szelektiven
megerdsddott a human agykéregben. A monoszinaptikusan kapcsolt piramissejt-interneuron
parok egy részében (n=14) a piramissejtben kivaltott akcids potencidl akcids potencialt
eredményezett a nyugalmi membranpotencidlr6l (-59+3 mV) elvezetett posztszinaptikus
sejtben atlagosan 46+27%-0s gyakorisaggal (5., 7. és 8. abrak). Piramissejtek kozott ilyen
jellegli monoszinaptikus kapcsolatot nem taldltunk. A posztszinaptikus akcidés potencialok
latencidja (3,34+1,76 ms) megerdsiti feltételezésiinket, miszerint a piramissejt altal kivaltott
diszinaptikus IPSP-k egy koztes GABAerg interneuron aktivacioja kovetkeztében alakulnak
ki.
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4. Abra. A piramissejtekre és interneuronokra érkezé kivaltott és spontan EPSP-k amplitidé eloszlisa
monoszinaptikus piramissejt-interneuron illetve piramissejt-piramissejt kapcsolatokban.

A piramissejtek (piros haromszog) altal az interneuronokban (kék karika) kivaltott monoszinaptikus EPSP-k
amplitadoi (kék) joval nagyobb értékeket is elértek (baloldali panel), mint a piramissejtekben kivaltott
monoszinaptikus EPSP-k amplitadoi (piros, jobboldali panel). A jobboldali panelbe illesztett kis abran lathato,
hogy az interneuronokra (kék) és piramissejtekre (piros) érkez6 spontan EPSP-k amplitudé eloszlasa is hasonld

képet mutat.

Fénymikroszkoposan rekonstrualtunk harom monoszinaptikusan kapcsolt piramisse;jt-
interneuron part, melyekben a preszinaptikus piramissejt nagy amplitidoji EPSP-t, esetenként
posztszinaptikus akcids potencialt valtott ki az interneuronokban. Annak eldontésére, hogy a
nagy amplitudoji EPSP-k el6forduldsa esetleg a piramissejt altal az interneuronon létesitett
szinapszisok  megndvekedett szdmanak tulajdonithato-e be, korrelalt fény és
elektronmikroszkopia  segitségével meghataroztuk a piramissejt axonja 4ltal a
posztszinaptikus interneuronon létesitett szinapszisok szamat, mindhdrom kapcsolat esetén.
Az 5. dbran bemutatott piramissejt-kosarsejt kapcsolatban, a piramissejt az esetek 56%-aban
akcios potencidlt, a fennmaradd 44%-ban 8,2+1,9 mV amplitudoji EPSP-t valtott ki a
posztszinaptikus kosarsejtben. A piramissejt 3 darab elektronmikroszkdposan igazolt
szinapszist létesitett a kosarsejt dendritjén (5. abra). Egy madsik piramissejt-kosarsejt
kapcsolatban, a piramissejt 6,6+0,9 mV—os EPSP-t valtott ki a posztszinaptikus kosarsejtben.
A piramissejt 2 darab elektronmikroszkoposan igazolt szinapszist létesitett a kosarsejt
dendritjén (6. abra). Végiil egy harmadik piramissejt-interneuron kapcsolatban a piramisse;jt
az esetek 74%-dban akcids potencialt, a fennmaradd 26%-ban 11,2+3,3 mV amplitadoja
EPSP-t valtott ki a posztszinaptikus interneuronban. A hatas 6 darab, elektronmikroszkoposan

igazolt szinapszison keresztiil valosult meg (7. abra). Az anatomiai eredmények azt mutatjak,
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hogy piramissejtek fel6l az interneuronokra érkezd erds, esetenként posztszinaptikus akcios

potencialt is kivaltod serkentés kevés szinapszison keresztiil is megvaldsulhat.

A 60mv C 60 mV 5. Abra. Piramissejt egyetlen akcios
200 ms 40 ms potencidlja képes akciés potencialt
2 plr kosarsejt pre kivaltani kosarsejtben kevés szamu

— pi 2 mV szinapszison Kkeresztiil
D (A) A piramissejt (pir, piros) és
kosarsejt 60 mv kosarsejt (kék) tlizelési mintazata és

40ms . . .
- ©— hiperpolarizalo araminjekciora adott
ir pre

R e fesziiltség valaszuk. (B) A piramissejt

‘ >mv (piros) és kosarsejt (kék)

449, fénymikroszkopos  rekonstrukcioja.
o pir pre

Vastagabb  vonallal abrazolva a

dendriteket, vékonyabbal az axonokat.

™ 56% (C) A kosarsejtben kivaltott akcios
potencial monoszinaptikus  IPSP-t
kosarsejt poszt, 44% ) e
valtott ki a piramissejtben. (D) A
piramissejt akcios potencialja
monoszinaptikus EPSP-t valtott ki a
kosarsejtben, mely az esetek 56%-
aban akcids potencialt eredményezett.
A kosarsejt tlizelése esetén, a
piramissejtre érkez6 monoszinaptikus
IPSP negativabba tette a piramissejt
akcios potencialjanak
utohiperpolarizacios szakaszat. (E) A
preszinaptikus ~ piramissejt  axonja
(piros) harom elektronmikroszkoposan
is igazolt (F) szinapszist létesitett az
interneuron dendritjén (kék). (F1-F3)
Korrelalt fény- és
elektronmikroszkdpos azonositasa a

harom szinapszisnak (nyil), az (E)
panel szamozasanak megfeleléen. S:

szoma, d: dendrit, a: axonterminalis.
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6. abra. Nagy amplitadéju EPSP-k kivaltasa kevés szamu szinapszison keresztiil egy piramissejt-kosarsejt
kapcsolatban

(A) A piramissejt (dendrit: piros, axon: fekete) és a kosarsejt (dendrit: s.kék, axon: v.kék) fény mikroszkopos
rekonstrukcidja. (B) A piramissejt (pir) és kosarsejt tiizelési mintazata €s hiperpolarizald araminjekciora a adott
fesziiltség valaszuk. (C) A piramissejt nagy amplitad6jii monoszinaptikus EPSP-t valtott ki a kosarsejtben. (D) A
preszinaptikus piramissejt axonja kettd elektronmikroszkoposan is igazolt (F) szinapszist 1étesitett az interneuron
dendritjén. (E) A kosarsejt axonja 6t elektronmikroszkoposan is igazolt (G) autapszist 1étesitett sajat szomajan €s
proximalis dendritjein. (F) Korrelalt fény- és elektronmikroszkdpos azonositasa a két szinapszisnak (nyil) a
piramissejt-kosarsejt kapcsolatban a (D) panel szamozasanak megfelelen, valamint (G) egy szomatikus és egy
dendritikus autapszis (nyil) elektronmikroszkopos képei az (E) panel szamozasanak megfelelden. s: szoma, d:

dendrit, a: axonterminalis. Kis fénymikroszkopos képek 1éptéke: 2,5 um.

31



40 mV
200 ms

pir

kosar-
sejt

40 mV
pir pre

kosarsejt poszt

26 %
‘SmV

7. abra Piramissejt egyetlen akcios potencialja altal kivaltott kiiszob feletti valasz interneuronban

A) A piramissejt (pir, piros) és kosarsejt (kék) tlizelési mintazata és hiperpolarizalé araminjekciora adott
fesziiltség valaszuk. (B) A piramissejt akcios potencialja monoszinaptikus EPSP-t valtott ki a kosarsejtben, mely
az esetek 74%-aban akcids potencidlt eredményezett a kosarsejtben. (C) A piramissejt (dendrit: piros, axon:
narancs) és kosarsejt (dendrit: kék, axon: cian) fénymikroszkopos rekonstrukcidja. (D) A preszinaptikus
piramissejt axonja hat elektronmikroszkdoposan is igazolt (E) szinapszist létesitett az interneuron dendritjén. (E1-

E6) Korrelalt fény- és elektronmikroszkopos azonositasa a hat szinapszisnak (nyil), az (E) panel szamozasanak

megfelelden. d: dendrit, a: axonterminalis.
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4.1.4 Axo-axonikus sejtek szerepe a poliszinaptikus halozati események kialakitasaban

A gatld interneuronok piramissejtek altali aktivacidja megmagyarazza a piramissejt
altal kivaltott diszinaptikus IPSP-k el6fordulasat, de nem szolgdl magyarazatul a gabazine-
érzékeny tri-, illetve poliszinaptikus EPSP-k kialakulasanak mechanizmuséara vonatkozolag.
Mindazonaltal, posztszinaptikus akcidés potencialt nem csak a piramissejt-kosarsejt
kapcsolatok 20%-aban talaltunk (n=11, S. abra), hanem a piramissejt-axo-axonikus parok

33%-aban is (n=3, 8. A, B abra).

40 mV aac pre

A B+,

n oms £ fom
'/_) !L_'\_ - pir pre _;'; f ; 1O_ms
— IR A
65 % ' ! aac poszt ! \/ ¢ «‘
— ‘ ‘:\,". (.2|
Jt X

35% |\ [2mv

0,4 mV

pir poszt
atlag

8. abra. Az axo-axonikus sejt szerepe a piramissejt altal kivaltott poliszinaptikus eseményekben

(A) Piramissejt (pir pre) akcids potencialja 65%-os gyakorisaggal akcios potencialt, az esetek 35%-aban pedig
nagy amplitudoju EPSP-t valtott ki a posztszinaptikus axo-axonikus sejtben (aac poszt). Az axo-axonikus sejtben
monoszinaptikus latenciaval kivaltott akcids potencialt esetenként tovabbi, feltehetéen triszinaptikus EPSP altal
kivaltott akcids potencial kdvette. (B) Az axo-axonikus sejt fénymikroszkopos rekonstrukcioja (dendrit: piros,
axon: fekete). (C) Egy masik axo-axonikus sejt egyetlen akcids potencialja (aac pre) monoszinaptikus IPSP -
diszinaptikus EPSP - poliszinaptikus IPSP/EPSP szekvenciaji eseménysorozatot valtott ki egy posztszinaptikus
intracellularis oldat kovetkeztében, a GABAerg valaszok mind hiperpolarizaldak voltak. Az axo-axonikus sejt
altal keltett halozati aktivitdas és rekurrens serkentés di- és poliszinaptikus EPSP-ket, alkalmanként

poliszinaptikus latenciaju akcios potencialt valtott ki az axo-axonikus sejten.

Mig a kosarsejtek hiperpolarizaljak posztszinaptikus célsejtjeiket, addig az axo-
axonikus sejtek képesek depolarizalni a posztszinaptikus piramissejteket esetenként akcids

potencialt kivaltani benniik (Szabadics et al., 2006; Khirug et al., 2008; Woodruff et al.,
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2009). Az axon inicialis szegmentumot célzo sejtek serkentd hatasat a neokortexen kiviil az
amigdaldban is kimutattak (Szabadics et al., 2006; Woodruff et al., 2006). Ezek alapjan az
akcids potencial ,terjedése” piramissejtrol axo-axonikus sejtre, majd onnan egy kovetkezd
piramissejtre megfeleld magyarazataul szolgdlhat a piramissejt altal kivaltott gabazine-
érzékeny tri- vagy poliszinaptikus EPSP-k eléfordulasara. Az aktivitds GABAerg komponens
altal medialt terjedését a kérgi halozatban az is alatdmasztja, hogy mig a piramissejtekre
érkezé monoszinaptikus serkentés nem elegendden nagy a piramissejtek aktivacidjahoz, addig
a konvergens piramissejtek — feltételezhetden axo-axonikus sejt altal kivaltott - szinkron
aktivaciojanak kovetkeztében a piramissejtekre érkezd poliszinaptikus EPSP-k képesek
posztszinaptikus akcios potencialokat kivaltani (n=4, 9. abra). Mindazonaltal, a mintdinkban
elvezetett Osszes humdn axo-axonikus sejt (n=9) egyetlen akcids potencidlja egy
monoszinaptikus latencidji IPSP-t kdvetd diszinaptikus latencidji EPSP-b6l €s esetenként azt

kovetd triszinaptikus latenciaji IPSP-bdl all6 eseménysorozatot valtott ki (8. C abra).

| 40 mV
10 ms
pir pre pir pre 9. abra. Poliszinaptikus kiiszob feletti események
kosarsejt poszt piramissejt-piramissejt kapcsolatban

S |5 mV Piramissejt egyetlen akcids potencialja monoszinaptikus

EPSP-t valtott ki egy posztszinaptikus kosarsejtben és
poliszinaptikus EPSP-ket egy vele egyidében elvezetett
piramissejtben  (szub). A  poliszinaptikus EPSP-k
szummacioja, alkalmanként akcios potencial

keletkezéséhez vezetett a piramissejtben (szupra).

34



4.2 Egy sejt altal aktivalt poliszinaptikus hal6zatok szabalyozasa fluoxetin és szerotonin
altal a human agykéregben

Patch clamp whole cell technikaval végeztiink szimultan elektrofiziologiai
elvezetéseket II/1I1. rétegbeli idegsejt parokbdl, harmasokbdl, négyesekbdl human prefrontélis
kérgi eredetli nem-patologias akut agyszeletekben. A mintak 26 férfi és 24 ndi1 paciensbol
szarmaztak melyeknek atlagos életkora 48+16 valamint 53+17 év volt. A tanulmany 84
agyszelet 200 sejtjének vizsgélatan alapul. Vizsgalataink alapkérdése az volt, hogyan hat a
terapias koncentracioban adott fluoxetin (10 uM) és a fiziologias koncentracidju szerotonin a

piramissejtek altal aktivalt kérgi neuronhaldézatok miikodésére (10. abra).

10.abra. A  piramissejtek altal kivaltott
poliszinaptikus események kialakulasaért felelos

\ s~ lehetséges halozat.

Lt s > A A preszinaptikus piramissejt (pre) altal a
P posztszinaptikus sejtben (poszt) kivaltott
4 C% poliszinaptikus IPSP-k és EPSP-k kialakulds mogott
pre “ss, | egyarant az erds piramissejt-interneuron
. A W kapcsolatok  huzédhatnak. A poliszinaptikus

/ \ NS . R S .
vaac j====% / \ események kialakitasaért potencialisan felelGs
~ et kapcsolatokat és sejteket szaggatott vonallal

jeloltiik. int: interneuron, aac: axo-axonikus sejt, pir:
piramisseit.

4.2.1 Szerotonin és fluoxetin hatasa a piramissejt altal kivaltott poliszinaptikus
események eléfordulasara

Elvezetéseink sordn piramissejtben kivaltott egyetlen akcids potencial hatasara
keletkezd poliszinaptikus serkentd €s/vagy gatld posztszinaptikus potencialokat kerestiink
kornyez6 idegsejtekben €s vizsgaltuk, hogyan valtozik a poliszinaptikus események atlagos
frekvenciaja az akcios potencialt kovetd 60 ms-os iddablakban szerotonin hatasara. A
poliszinaptikus események szerotonin érzékenységének meghatarozéasa céljabdl, a szerotonint
sz¢éles koncentracid tartomanyban alkalmaztuk (10 nM — 40 uM) fiziologiasan relevans
koncentraci6 értékeket valasztva (10 nM, 100 nM ¢és 500 nM), ugyanakkor annak érdekében,
hogy eredményeinket korabbi tanulmanyok eredményeivel is Osszevethessiik, a szerotonin
hatasat a fiziologiasnal magasabb koncentracioban (40 pM) is megvizsgaltuk (11. A, B abra).
10 nM-os szerotonin alkalmazdsa Onmagdban nem okozott szignifikans valtozast a

poliszinaptikus események frekvencidjaban (22,4+7,6 Hz szerotonin alkalmazédsa el6tt és
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20,2+6,1 Hz szerotoninban, n=6, p=0,13). 100 nM 5-HT szerotonin azonban a poliszinaptikus
események frekvencidjat a kiindulasi szint 22+21%-ara, 33,5£16,6 Hz-r6l 7,4+6,9 Hz-re
csokkentette (n=7, p<0,01). 500 nM-os ¢s 40 uM-os szerotonin alkalmazasa teljesen eltiintette
a piramissejt altal kivaltott poliszinaptikus eseményeket, értelemszertien 31,5+21,9 Hz-r61
1,1+1,22 Hz-re (n=5, atlagosan a kontrol érték 6,23+6,72%-ara, p<0,03) és 27,5£18 Hz-r6l
2,6+2,8 Hz-re (n=3, atlagosan a kontrol érték 6,6+-7,15%-ara) csokkentve a poliszinaptikus
események gyakorisagat (11. A, B abra).

Ezutdn megvizsgaltuk, hogy vajon a terapiads koncentracioban alkalmazott fluoxetin
(Bolo et al., 2000) befolyasolja-e a poliszinaptikus események gyakorisdgat. Piramissejtek
egyetlen akcios potencialja altal kivaltott poliszinaptikus posztszinaptikus potencidlok atlagos
frekvenciaja az akcids potencialt kovetd 60 ms-os idéablakban 21,6+3,4 Hz (n=9) volt melyet
10 uM fluoxetin a kiindulasi érték 88+6%-ara, 19,0+2,6 Hz-re csokkentett (p<0,03; 11. C, D
abra). Mivel az agykérgi minta kivétele illetve a szelet készitési procedura sordn a
prefrontalis kéregbe érkezd szerotonin rostokat elvagtuk, igy a szeletben jelen 1év0 szerotonin
koncentracidé feltehetéen alacsonyabb lett az intakt agykéregben mérhetonél. Emiatt az
agykéregben fiziologiasan mérhetd bazalis szerotonin szinthez kozel esé (Malagie et al.,
1995; Gobert et al, 1998), a poliszinaptikus események gyakorisdgat onmagiban nem
befolydsold koncentracioban adtunk szerotonint (10 nM) a fluoxetint is tartalmazé
extracellularis oldathoz a fluoxetin hatidsanak tesztelése utan. Fluoxetin (10 uM) és 5-HT (10
nM) egyiittes alkalmazasa tovabb csokkentette a poliszinaptikus posztszinaptikus potencidlok

atlagos frekvenciajat 10,4+3,3 Hz-re, a kiindulasi szint 48+17 %-ara (p<0,01; 11. C, D abra).
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11. 4bra. Szerotonin és fluoxetin hatasa a piramissejt altal kivaltott poliszinaptikus halézati eseményekre

(A) Szerotonin hatasa piramissejt altal keltett poliszinaptikus EPSP-k és IPSP-k gyakorisagara. A preszinaptikus
piramissejtben (pir pre) kivaltott két, egymastol 60 ms-ra helyezett akcids potencial egymastol eltérd
szekvenciaji (monoEPSP — poliEPSP illetve monoEPSP — polilPSP) eseménysorozatokat valtottak ki a
posztszinaptikus piramissejtben (pir poszt). 100 nM 5-HT eltlintette a poliszinaptikus eseményeket. Also panel: a
fenti kisérlet, pirossal az EPSP-k, kékkel az IPSP-k preszinaptikus akcids potencialhoz viszonyitott kezdetét
jelolve szerotonin alkalmazasa el6tt (felsd) és kozben (alsd). (B) Piramissejt altal kivaltott poliszinaptikus
posztszinaptikus potencialok (pPSP) frekvenciajanak atlagos valtozasa kiilonbozo 5-HT koncentraciok mellett, a
5-HT alkalmazésa el6tti értékre normalizalva. (C) Fluoxetin, majd fluoxetin és 10 nM 5-HT egyiittes hatasa
piramissejt (pir pre) altal kivaltott poliszinaptikus IPSP-k eléfordulasara egy masik piramissejtben (pir poszt).
(D) Piramissejt altal kivaltott poliszinaptikus posztszinaptikus potencidlok (pPSP) frekvenciajanak atlagos
valtozasa fluoxetin illetve fluoxetin és 10 nM 5-HT egyiittes alkalmazasakor az alkalmazasuk el6tti értékre

normalizalva. (B, D) * p<0,05.
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4.2.2 A szerotonin és fluoxetin halézati hatasanak szinaptikus mechanizmusa

Az altalunk, a human agykéregben leirt, piramissejt altal kivaltott poliszinaptikus
események kialakuldsaban mind a glutamaterg mind pedig a GABAerg transzmisszid szerepet
jatszik és a szinaptikusan aktivalt GABAerg sejtek kozvetithetik a piramissejt serkentd és
gatld poliszinaptikus hatasat egyarant (Szabadics et al., 2006; Molnar et al., 2008). Mig a
poliszinaptikus gatlds szdmos interneuron feldl érkezhet kozvetleniil, addig a poliszinaptikus
serkentés kialakitasaban az axo-axonikus sejteknek tulajdonitunk szerepet (10. abra). A 12.A
abra mutatja, hogy a szerotonin és a fluoxetin szamos ponton befolyasolhatjak a gatld ¢€s
serkentd poliszinaptikus események kialakuldsaban potencidlisan szerepet jatszd mikrohalozat
mitkodését.

A legegyszeribben tesztelhetd ~magyardzat a poliszinaptikus események
el6fordulasanak csokkenésére, hogy a szerotonin az interneuronok ingerelhetdségét csokkenti,
ezaltal ugyanaz a serkenté bemenet kisebb hatékonysaggal fogja aktivalni a poliszinaptikus
lanc interneuronjat. Ennek eldontésére GABAerg interneuronokbol vezettiink el €s vizsgaltuk
a szerotonin hatdsat szamos, az ingerelhetdségiiket befolydsoldo paraméterre. Mivel a fObb
interneuron osztalyok elektrofiziologiai osztalyozasa még nem tortént meg humanban, az
altalunk elvezetett interneuronokat a fénymikroszkopos vizsgélatok alapjan kosarsejteknek,
axo-axonikus sejteknek vagy “egyéb interneuronok”-nak azonositottuk (Id. Anyagok é&s
modszerek). Mivel semelyik ezt kovetd vizsgéalat eredményeiben nem taldltunk kiilonbséget
az egyes interneuron csoportok kozott, ezért az adatokat valamennyi esetben egyiitt
értékeltlik, €s az adatok bemutatisa sordn kiilon feltiintetjilk a mintdk elemszama mellett a
mintaban azonositott kosar- €s axo-axonikus sejtek szdmat. Mintdinkban 100 nM 5-HT
3,24+2,1 mV-tal depolarizalta a GABAerg interneuronokat (n=15, koziiliik 8 db kosarse;t,
p<0,001; 12. B abra) de nem okozott valtozast sem a reobazikus dram nagysagaban sem
pedig az akciés potencial keletkezésnek kiiszobpotencial értékében. Igy elvethetjiik annak
lehetdségét, hogy a poliszinaptikus események gyakorisaga a GABAerg sejtek csokkent
ingerelhetdségének a kovetkeztében esik le szerotonin hatdsara. A szerotonin egy masik
lehetséges tamadéaspontja a GABAerg szinaptikus transzmisszié (12.A abra). A gatld
GABAerg transzmisszion keresztiil kozvetleniil csokkenthetd a poliszinaptikus IPSP-k
gyakorisdga, mig a serkentd axo-axonikus sejtrél piramissejtre iranyuld transzmisszion
keresztiil a poliszinaptikus EPSP-k gyakorisdga. EIObbi eldontésére monoszinaptikusan
kapcsolt interneuron—piramissejt parokbol (koziilik 5 db kosarsejt-piramissejt kapcsolatbol)

vezettiink el €és vizsgaltuk a piramissejtekre érkezé IPSP amplitad6 valtozésat 100 nM 5-HT
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hatasara. Az IPSP-k amplituddja szerotonin jelenlétében nem valtozott, értékiik atlagosan -
2,23+1,0 mV volt szerotonin alkalmazasa elott és -2,42+0,9 mV 100 nM szerotonin
jelenlétében (n=6, p=0,13; 12. C, G abra).

A kérgi neuronhalézatok GABAerg komponensein kiviil, a glutamaterg piramissejtek
is célpontjai lehetnek a szerotonin hatisanak (12. A abra). Mintdinkban a szerotonin a
piramissejtek tobbségét (8-bol 6-ot) 2,0+1,0 mV-tal depolarizalta mig a kisebb hanyadat (8-
bol 2-t) 1,5+£0,2 mV-tal hiperpolarizalta (12. B abra). Ezutan a piramissejtek feldl kivaltott
monoszinaptikus EPSP-k amplitidd6 valtozéasat teszteltik 50 nM és 100 nM szerotonin
hatasara, amely koncentraciok megfelelnek az szerotonerg rostban kivaltott egy illetve két
akcios potencial hatasara bekovetkezd lokalis szerotonin koncentracié ndvekedésnek (Bunin
and Wightman, 1998). Mivel nem talaltunk kiilonbséget a kétféle szerotonin koncentracio
altal okozott eredmények kozott, az adatokat egy csoportban értékeltiik. Az EPSP-k
amplitadoja szerotonin (50-100 nM) hatdsara a piramissejt-piramissejt kapcsolatokban
1,56£1,09 mV-ro6l 1,27+1,09 mV-ra, a kontroll értek 75 %-éra (n=6, p,<0,03), mig a
piramissejt-interneuron kapcsolatokban 4,34+2,52 mV-rol 3,1542,53 mV-ra, a kontroll érték
71 %-ara (n=12, p<0,01; 1 db piramissejt-axo-axonikus sejt €¢s 9 db piramissejt-kosarse;jt
kapcsolat) csokkentek (12. C-E és G abrak). Mindazonaltal, két piramissejt-interneuron
kapcsolatban ahol a posztszinaptikus EPSP-k 13,6%-0s €s 83,6%-0s valoszinliséggel akcids
potencialt valtottak ki a posztszinaptikus interneuronokban, szerotonin eltiintette a kiiszob
feletti eseményeket és egyben csokkentette a kiiszob alatti EPSP-k amplitadéjat is (12. D
abra).

Annak eldontésére, hogy a serkentd szinaptikus miitkodésben bedllt valtozas a
szerotonin pre- vagy posztszinaptikus hatdsdhoz kothetd-e, megvizsgaltuk a serkentd
monoszinaptikus kapcsolatok szdmos tovabbi paraméterét. Mivel a kovetkezd paraméterek
nem mutattak kiilonbséget a piramissejt-piramissejt €és a piramissejt-interneuron kapcsolatok
kozott, ezért az adatokat egy csoportban értékeltiik. A transzmisszios hiba valoszinlisége —
annak a valoszinlisége, hogy a preszinaptikus akcios potencial nem valt ki EPSP-t a
posztszinaptikus sejtben -, 3,68+8,07-r61 11,38+17,03%-ra nétt meg szerotoninban (50-100
nM, n=19, p<0,02) jelezve, hogy az akcids potencidlra bekdvetkezd transzmitter felszabadulas
valoszinlisége a piramissejtek axonterminalisaibdl szerotonin hatdsara lecsokkent (12. E
abra). Az EPSP amplituddk péros pulzus ardnya szerotonin hatasara atlagosan 15,1£23,1 %-
kal, 0,94+0,18-r61 1,04+0,19-re nétt meg (n=14, p<0,04) tovabba az EPSP amplitudok
variaciés koefficiense szerotonin hatdsara 0,20+0,11-r61 0,38+0,38-re ndétt meg (n=16,

p<0,02). Végiil szerotonin nem befolyasolta a posztszinaptikus sejt nyugalmi
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membranpotencidlon mért bemend ellenallasat ami 189,44+170,37 volt szerotonin alkalmazasa
elott és 188,7+171,15 szerotonin alkalmazasa utan (n=10, p<0,959). Ezen eredmények alapjan
val6szintisithetd, hogy a 5-HT a glutamaterg szinapszisok preszinaptikus oldalan hatnak
human prefrontalis kéregben, hasonl6 médon mint azt patkédny entorhinalis kérgében leirtak
(Schmitz et al., 1998).

Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogyan hat a fluoxetin a piramissejt feldl
interneuronokra  érkez0 monoszinaptikus EPSP-k  amplitidojara  (posztszinaptikus
interneuronok: 1 db axo-axonikus sejt, 2 db kosarsejt €s 12 db egy€b interneuron). Fluoxetin
(10 uM) a kezdeti érték 86+2 %-ara, 5,49+4,55 mV-rol 4,45+£3,22 mV-ra csokkentette az
EPSP-k amplitadojat (n=15, 1 db piramissejt-axo-axonikus sejt és 2 db piramissejt kosarsejt
kapcsolat; p<0,02). Fluoxetin (10 uM) ¢és 5-HT (50 vagy 100 nM) egylittes alkalmazasa a
kontrol érték 55,2 %-ara, 5,46+3,91 mV-rol 3,50+3,48 mV-ra, csOkkentette az EPSP-k
amplitudojat (n=7, p<0,01) amely szignifikdnsan nagyobb mértékii csokkenést okozott az
EPSP amplitadokban mint a 5-HT (p<0,01) vagy fluoxetin (p<0,01) kiilon-kiilon alkalmazva
(12. F, H abrak). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a szerotonin és a fluoxetin a helyi
piramissejtek altal 1étesitett glutamaterg szinapszisok miikodésének befolyasolasaval hatnak a
human keérgi feed-forward halézatok miikodésére.

A piramissejteken kiviil a GABAerg axo-axonikus sejtek is képesek egyetlen akcids
potenciallal lokalis neuron-hdl6zatokat aktivalni és monoszinaptikus IPSP-b6l, diszinaptikus
EPSP-bdl és poliszinaptikus IPSP/EPSP-bol all6 eseménysorozatokat kivaltani a veliik
egyidoben elvezetett neuronokban (Szabadics et al., 2006; Molnar et al., 2008). Mig a
piramissejtek altal kivaltott poliszinaptikus IPSP-k és EPSP-k eléforduldsa egyforman voltak
érzékenyek a szerotoninra addig az axo-axonikus sejt altal keltett poliszinaptikus események
koziil a diszinaptikus EPSP-k gyakorisaga még magas (40 uM) koncentracidju szerotoninban

is alig valtozott, viszont a kés6bbi poliszinaptikus események teljesen eltiintek (13. abra).
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12. abra. A szerotonin és fluoxetin poliszinaptikus eseményekre Kifejtett hatasanak halozati
mechanizmusa

(A) A piramissejt altal kivaltott poliszinaptikus eseményekért felelds feltételezett halozat és a szerotonin
lehetséges tamadaspontjai a halozat elemein (sziirke részek). (B) Piramissejtek (pir) és interneuronok (int)
nyugalmi membranpotencial valtozasai 100 nM 5-HT hatasara. (C-H) 5-HT és fluoxetin hatasanak vizsgalata
monoszinaptikus  kapcsolatokon (C) 5-HT hatdsa a piramissejt-kosarsejt és  kosarsejt-piramissejt
monoszinaptikus kapcsolatokra. (Ca) Egy reciprok kapcsolt kosarsejt és piramissejt tlizelési mintazata és
hiperpolarizal6 araminjekciora adott fesziiltség valaszuk. (Cb) A kosarsejt altal a piramissejtben kivaltott
monoszinaptikus IPSP-k 5-HT elétt és utan. (Cc) A piramissejt altal a kosarsejtben kivaltott EPSP-k amplitado
valtozasa 5-HT-ben. (Cd) DIC kép (bal) a kosarsejt axonja és egy azonositatlan szoma kozotti kozelfekvésrol,
valamint fénymikroszkdpos felvétel egy, a kosarsejt proximalis dendritjén elhelyezett lehetséges autapszisrol
(nyil). (D) 5-HT hatésa az interneuronok piramissejt fel6li aktivalhatosagara. Piramissejt akcios potencialja (pir
pre) altal a posztszinaptikus interneuronban (int poszt) kivaltott akcids potencial eléfordulasa és a kiiszob alatti
EPSP-k amplitadoja 5-HT alkalmazéasa el6tt és kozben. (E) 5-HT preszinaptikus hatdsa glutamaterg
transzmissziora, egy piramissejt-axo-axonikus sejt kapcsolaton keresztiil bemutatva. (Ea) Piramissejt (pir pre)
altal egy axo-axonikus sejtben (aac poszt) kivaltott EPSP amplitidojanak reverzibilis cskkenése 5-HT hatéasara.
5-HT hatésara reverzibilisen megndvekedett a transzmisszios hibak gyakorisaga valamint a paros-pulzus arany,
ami preszinaptikus valtozasra utal. (Eb) Fénymikroszkopos felvételek az axo-axonikus sejt ,,cartridge”-air6l. (F)
Fluoxetin hatdsa egy piramissejt-interneuron kapcsolatra. (G) Szerotonin hatasara bekdvetkez6 atlagos amplitado
valtozasa a monoszinaptikus IPSP-knek az interneuron-piramissejt kapcsolatokban valamint a monoszinaptikus
EPSP-knek a piramissejt-piramissejt (p-p) €s a piramissejt-interneuron kapcsolatokban (p-int) a 5-HT
alkalmazasa el6tt mért amplitddo értékekre normalizalva. (H) A monoszinaptikus kapcsolatok atlagos EPSP
amplitudo valtozasa 5-HT és fluoxetin kiilon-kiilon valamint egyiittes alkalmazasanak hatasara, az alkalmazasuk

el6tt mért amplitado értékekre normalizalva. (G,H) * p<0,05.

42



A B C
40 mvV
10 ms
aac pre aac pre aac pre
g \kontroll 40 pM 5-HT < kimosas
pir poszt pir poszt pir poszt
1mVv
0 0] 0 .
© © ) ©
£ g &
N 20 N 20 N 20
£ £ X
3 3 2
© 40 <L 40 2 40
0 o O
£ £ £

i
]
0

[2]
o

0 10 20 30 40 850 60 10 20 30 40 50 60 20 30 40 50 60
latencia (ms) latencia (ms) latencia (ms)

13. abra. 5-HT hatasa axo-axonikus sejt altal kivaltott poliszinaptikus eseményekre

(A) A 7.c abran bemutatott. A preszinaptikus axo-axonikus sejt egyetlen akcios potencialja di- és poliszinaptikus
EPSP-ket valamint poliszinaptikus akcids potencidlokat valt ki onmagan, mig monoszinaptikus IPSP-t,
diszinaptikus EPSP-t és poliszinaptikus IPSP-ket valamint EPSP-ket a posztszinaptikus piramissejten (pir poszt).
(B) 5-HT eltlnteti a poliszinaptikus eseményeket, azonban a monoszinaptikus IPSP-k és diszinaptikus EPSP-k
gyakorisagat kevéssé befolyasolja. (C) A hatas reverzibilis. (A-C) Az also panelek az EPSP-k (piros) és IPSP-k
(kék) preszinaptikus akcios potencialhoz viszonyitott kezdetét mutatjak 65 egymast kdvetd ismétlésen keresztiil.
Megjegyzendd, hogy az elvezetés soran hasznalt alacsony kloridion koncentracioju intracellularis oldat

kovetkeztében, a GABAerg valaszok mind hiperpolarizaldak voltak.

4.2.3 A szerotonin glutamaterg transzmissziora kifejtett hatasanak mechanizmusa

Megvizsgaltuk, hogy a 5-HT receptorok szelektiv aktivacidja hogyan befolyasolja a
piramissejt vagy axo-axonikus sejt altal kivaltott mono- és poliszinaptikus eseményeket. A 5-
HT,s receptor agonista alfa-metil-szerotonin (40 uM) a szerotoninhoz hasonlé modon
eltiintette a piramissejtek (n=10; 14. A abra) és axo-axonikus sejtek (n=4; 15. abra) altal
kivaltott poliszinaptikus eseményeket meghagyva az axo-axonikus sejt altal kivaltott
monoszinaptikus IPSP-k és diszinaptikus EPSP-ket. Ezen kiviil, alfa-metil-szerotonin (40
uM) lecsokkentette a monoszinaptikus EPSP-k amplitadojat 3,15+£2,53 mV-rol 1,49+1,29
mV-ra (n=10, p<0,01; posztszinaptikus sejtek: 4 piramissejt, 1 axo-axonikus, a kosarsejt, 4
interneuron 14. B abra). Tovabba az 5-HT-hez hasonl6 mdédon 4,8+-10,8%-r6l 20,4+19,85%-

ra novelte (n=10, p<0,01) a transzmisszids hiba valdszintiségét (14. B abra), 0,94+0,33-r6l
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1,17+£0,38-re novelte a paros pulzus aranyt (n=6, p<0,04) ¢és 0,28+0,21-r61 0,59+0,26-ra
novelte az EPSP amplitadok variacios koefficiensét (n=7, p<0,01), mutatva, hogy hatasa
feltehetdleg preszinaptikus eredetli. Alfa-metil-szerotonin szintén lecsokkentette hat
piramissejt-interneuron kapcsolatban a posztszinaptikus akcids potencialok gyakorisagat
42,60+-28,80%-r0l 3,60+-3,40%-ra ¢€s ezzel parhuzamosan a kiiszobalatti EPSP-k
amplitadojat is (12,30+6,70 mV-rél 5,60+£5,40 mV-ra, n=6, p<0,03; 14. B abra). Mivel
patkdny oliva inferiorban kimutattak, hogy a posztszinaptikus 5-HT,a receptor aktivacio
kovetkeztében endokannabinoid molekuldk szabadulnak fel a posztszinaptikus sejtbdl és
retrograd modon, preszinaptikus CB1 receptorokon keresztiil képesek csokkenteni a
glutamaterg transzmisszio erdsseégét (Best and Regehr, 2008) megvizsgaltuk, hogy hasonlo
jellegli mechanizmus 4ll-e az alfa-metil-szerotonin hat4s hatterében. Poliszinaptikus
kapcsolatokon tesztelve, a CB1-receptor antagonista AM251 (5 uM) nem volt képes kivédeni
az alfa-metil-szerotonin EPSP-amplitid6 csokkentd hatasat (n=3).

Korabbi eredmények alapjan (Schmitz et al., 1998; Schmitz et al., 1998)
megvizsgaltuk az 5-HT;s receptorok esetleges szerepét is a piramissejt altal kivaltott
poliszinaptikus €és monoszinaptikus eseményeken is. A 5-HT; 4 receptor agonista 8-OH-DPAT
(10 uM) eltiintette a piramissejt altal kivaltott poliszinaptikus eseményeket (n=3; 14. C abra).
Ezen kiviil a 8-OH-DPAT (10 uM) csokkentette a piramissejt altal kivaltott monoszinaptikus
EPSP-k amplitadéjat 1,3+-1,2 mV-rol 0,9+-1,2 mV-ra (n=4, p<0,01) mikézben a 5-HT-hez
hasonlé médon 5,2+6.6%-161 26,24+32,6%-ra ra novelte a transzmisszios hiba valoszinliségét
(n=4, p<0,03), 1,11+0,20-r61 1,48+0,24-re ndvelte a paros pulzus aranyt (n=4, p<0,05) és
0,24+0,12-r61 0,43+0,19-re novelte az EPSP amplitidok variacids koefficiensét (n=4, p<0,05)
mutatva, hogy hatasa feltehetdleg preszinaptikus eredetii (14. D és E abrak).

Végiil, tovabbi szerotonin receptorok lehetséges szerepét is tesztelve, sem az 5-HT-3
receptor agonista 2-methyl-5-HT (80 uM, n=3) sem pedig az 5-HT;s receptor agonista
CP94253 (40 uM, n=2) nem okoztak valtozast a piramissejt altal kivaltott poliszinaptikus
események gyakorisagaban. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a szerotonin feltehetdleg

5-HTa €s 5-HT;4 receptorokon keresztiil fejti ki hatasat a glutamaterg axonon.
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14. abra. A szerotonin hatismechanizmusanak farmakologiai vizsgalata

(A) Az 5-HT,s receptor agonista alfa-metil-5-HT (a-m-5-HT) eltlintette a piramissejt altal kivaltott
poliszinaptikus IPSP-ket egy piramissejt-piramissejt kapcsolatban. (B) Az 5-HT,4 receptor agonista alfa-metil-5-
HT (a-m-5-HT) eltlintette a piramissejt altal egy posztszinaptikus interneuronban kivaltott akcids potencialok
el6fordulasat, lecsokkentette a kiiszob alatti EPSP-k amplitidéjat és megnovelte a transzmisszidés hiba
gyakorisagat. (C) Az 5-HT,n receptor agonista 8-OH-DPAT eltlintette a piramissejt altal kivaltott
poliszinaptikus IPSP-ket egy piramissejt-piramissejt kapcsolatban. (D,E) Az 5-HT,, receptor agonista 8-OH-
DPAT lecsokkentette a monoszinaptikus EPSP-k amplitidojat és megndvelte a transzmisszios hiba gyakorisagat

egy (D) piramissejt-piramissejt és egy (E) piramissejt interneuron kapcsolatban.
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15.4abra. Alfa-metil-szerotonin hatasa az axo-axonikus sejt altal kivaltott posztszinaptikus eseményekre
(A) Axo-axonikus sejtek altal énmagukon (n=4) kivaltott di- és poliszinaptikus EPSP-k (feliil), valamint
piramissejteken (n=3) kivaltott mono és poliszinaptikus IPSP-k és poliszinaptikus EPSP-k (alul) alfa-metil-5-HT
(a-m-5-HT) alkalmazasa el6tt (bal) és kdzben (jobb), az egyes kapcsolatokat reprezentald 10-10 egymasra
helyezett elektrofiziologiai gorbén keresztiil bemutatva. (B) Az A panelen bemutatott kapcsolatokbdl 20-20
ismételt mérés egymasra helyezve, ahol az EPSP-knek és IPSP-knek a preszinaptikus akcios potencialhoz
viszonyitott kezdetét piros illetve kék pontok mutatjak, értelemszeriien. (C) Az EPSP-k és IPSP-k
elé6fordulasanak gyakorisaga a preszinaptikus akcids potencial idejéhez képest, a B panelbdl készitve. Az (B) és
(C) abra jol szemlélteti a GABAerg és glutamaterg szinaptikus események alternald jellegét, valamint az axo-
axonikus sejt akcios potencialjat kovetd monoszinaptikus IPSP-k és diszinaptikus EPSP-k rezisztenciajat alfa-
metil-5-HT-ra.
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5. DISZKUSSZIO

Ismereteink szerint, kutatocsoportunk elsdként vezetett el azonositott idegsejtek kozott
szinaptikus kapcsolatot human agykéregben. Egyetlen piramissejt a monoszinaptikus
serkentésen kiviil viszonylag nagy gyakorisaggal képes serkentd és gatld poliszinaptikus
események kivaltasara human agykéregben. A piramissejtek halozati hatdsa a humadan
agykéregben egy nagysagrenddel hosszabb, mint azt mas fajok vizsgéalata soran kordbban
leirtak. Disszertacidm ezen egy sejt altal kivaltott poliszinaptikus eseményekkel, a mogottik
hazodo halozati mechanizmussal, valamint egy antidepresszansként alkalmazott SSRI-nak, a
fluoxetin-nek és az endogén neuromodulator szerotoninnak e poliszinaptikus eseményekre

kifejtett hatasaval foglalkozik.

5.1 Egy sejt altal aktivalt poliszinaptikus halozatok a humany agykéregben

A poliszinaptikus eseménysorozatok kivalthatosaga, farmakologiai tulajdonsdga ¢€s
idobeli strukturédltsaga azt mutatja, hogy a sejtrél-sejtre terjedd aktivitas egy sztereotip
mechanizmus szerint terjed a humdn kérgi neuronhélézatok szinaptikusan kapcsolt tagjai
kozott, hasonld modon az agykéreg kiilonbozo teriiletein. A piramissejt altal kivaltott halozati
aktivitds terjedésének elsé két szinaptikus lépése iddben jol szabalyozott folyamat. A
piramissejtben kivaltott elsérendii akcids potencial, a piramissejt-interneuron szinapszisok
szelektiv megerdsddése révén kizardlag GABAerg interneuronokban fog masodrendii akcids
potencialt kivaltani. A GABAerg axo-axonikus sejtekben keletkezett masodrendi
akcidspotencidlok képesek harmadrendi akcids potencidlt kivaltani tovabbi piramissejtekben.
Harmadrendii akcios potencidl kizardlag piramissejtekben keletkezik mivel az axo-axonikus
sejtek nem idegeznek be GABAerg interneuronokat (Freund and Buzsaki, 1996; Somogyi et
al., 1998). Az axo-axonikus sejtek igy képesek biztositani az aktivitas tovabbterjedését a
halézatban. Az axo-axonikus sejt masodrendii akcios potencialjaval egyidében kosarsejtekben
¢s mas, interneuronokban is keletkezhet masodrendii akcids potencial (Pouille and Scanziani,
2004; Silberberg and Markram, 2007), melyek ily médon diszinaptikus IPSP-ket keltenek a
posztszinaptikus piramissejtekben gatolva azon piramissejtek aktivitdsat melyek nem kapnak

elegendd mértékii vagy semekkora serkentést sem az axo-axonikus sejtektol.
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Ugyanakkor a piramissejtekre érkezd hiperpolarizaldo diszinaptikus IPSP-k még
novelhetik is az axo-axonikus bemenetek depolarizaldé hatasat - amennyiben azoknal idében
elobb érkeznek-, mivel tavolabb helyezik a piramissejt membranpotencidljat a viszonylag
depolarizalt axonalis GABA reverz potencidltol megndvelve ezzel a kimend kloridion dram
hajtoerejét (Szabadics et al., 2006; Khirug et al., 2008; Woodruff et al., 2009). Az egyidében
aktivalodo hiperpolarizald és depolarizald feed-forward GABAerg bemenetek egyrészt
kijelolik mely neurondlis lancok aktivalodjanak és melyek ne, masrészt lecsokkentik a
piramissejtek spontan aktivitasat, ezaltal javitjdk a poliszinaptikus események jel-zaj
viszonyat. Ily médon az egy sejt altal kivaltott halozati aktivitasmintdzat kezdeti szakaszat a
glutamaterg szinapszisok miikodése mellett foként a piramissejtek aktivitasat szabalyozo
serkentd €s gatldo GABAerg szinapszisok konvergens €s divergens viszonya hatarozza meg. A
precizen valtakoz6 mono-, di- és triszinaptikus glutamaterg és GABAerg események éles-
hullam szerti halozati oszcillaciora emlékeztetnek (Klausberger et al., 2003; Luczak et al.,
2007). Az aktivitas késobbi terjedésében a piramissejtekre érkezé konvergens glutamaterg
bemenetek szummacioja valamint az [PSP-ket kovetd, a gatlds elmuldsaval jelentkezd
ugynevezett ,rebound” serkentés is egyre nagyobb szerepet kaphat (Cobb et al., 1995).
Szamos feed-forward gétld neuron-hdlozat szabalyozza a piramissejtek aktivitasat az
agykéregben (Silberberg, 2008). A kosarsejtek biztositotta feed-forward gatlds mar
szorvanyos lokalis serkentésre is viszonylag konnyen €s gyorsan aktivalodik (Pouille and
Scanziani, 2004). A kosarsejtek egymassal alkotott gyakori elektromos ¢€s szinaptikus
kapcsolatai valamint passziv €s aktiv elektromos tulajdonsagaik lehetévé teszik preciz,
szinkronizalt aktivacidjukat. Konvergens, a piramissejtek szomatikus régidjat célzo
szinapszisaik pedig alkalmassa teszik Oket a piramissejtek akcids potencidljainak hatékony €s
preciz 1ddzitésére. Intenzivebb piramissejt aktivitas mas, lassabban aktivalodo gatld
neuronalis koroket is bekapcsolhat, melyek fokozatosan atveszik a gatld funkciot a gyorsan
depresszald kosarsejtekt6l (Silberberg, 2008), eltolva ezzel a gatlds kifejezOdését a
piramissejtek szomatikus régidjarol azok disztalis régidira (Pouille and Scanziani, 2004).
Végiil az intenzivebb haldzati aktivitas soran a piramissejtekre érkezd axo-axonikus serkentés
gatlasba valthat 4t a piramissejtek immar depolarizaltabb membranpotencialjanal
hiperpolarizaltabb GABA reverz potencial miatt, mely a halozati aktivitds csokkenése¢hez
vezethet (Woodruff et al., 2009).

Egyetlen piramissejt nem képes a posztszinaptikus piramissejtben monoszinaptikusan
akcids potencialt kivaltani, mivel a koztiik 1évé glutamaterg transzmisszid erdssége nem

elegend6 ehhez. Két helyi hal6zati mechanizmus teszi lehetévé a piramissejtek aktivaciodjat.
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Az egyik, az axo-axonikus sejt feldl érkezé depolarizalo bemenet (Szabadics et al., 2006) a
masik pedig preszinaptikus piramissejtek feldl érkezd konvergens szinaptikus bemenetek
szinkronizalt aktivitdsa (London et al., 2002). A két mechanizmus kapcsolatat mutatja, hogy
az axo-axonikus sejt szamos piramissejtet képes milliszekundumos precizitdssal szinkron
aktivalni (Szabadics et al., 2006), melyek ezaltal egyiittesen képesek lehetnek akcids
potencialt kivaltani posztszinaptikus piramissejtekben (9. abra). A poliszinaptikus EPSP-k
ritka eléfordulasa magyardzhatd egyrészt az axo-axonikus sejteknek a gatld idegsejtekhez
viszonyitott ritka eldfordulasdval, masrészt azzal, hogy a piramissejteknek csak kis
hanyadaban valt ki az axo-axonikus bemenet akcios potencialt (Szabadics et al., 2006). Ennek
mindenesetre fontos szerepe lehet abban, hogy az axo-axonikus sejt aktivicidja ne vezessen
talzott serkentéshez és ezaltal epileptikus aktivitashoz. Eredményeink azt mutatjak, hogy az
axo-axonikus sejtnek kozponti szerepe lehet a szorvanyosan érkezd lokalis serkentés
felerdsitésében €s tovabbitasaban, masfeldl nem zarhatd ki hogy piramissejtek szinkronizalt
aktivacidoja — kimeneteik nagyfokt konvergencidja kovetkeztében -, szintén egy hatékony
mechanizmusa lehet az aktivitas tovabbterjedésének a kéregben.

Eredményeink alapjan nem jelenthetjiik ki, hogy a piramissejt altal kivalthato
poliszinaptikus eseménysorozatok specifikus sajatossaga lenne-e a human agykéregnek.
Azonban korabbi tanulmanyok, melyben piramissejtek hatdsat vizsgaltdk fOemldsok
agykérgében, nem szamoltak be poliszinaptikus aktivitasrol (Povysheva et al, 2006).
Hasonloképpen, kutatocsoportunk patkdny szomatoszenzoros és prefrontalis kéregben végzett
eddigi kisérletei soran (n>4500), II/III. rétegbeli piramissejtek a monoszinaptikus EPSP-ken
kiviil (n=724) poliszinaptikus IPSP-ket csak szorvanyosan (n=8), poliszinaptikus EPSP-k
pedig egyaltalan nem valtottak ki. A piramissejt altal keltett poliszinaptikus ¢&s
monoszinaptikus események gyakorisaganak az aranya patkanyban 0,01, mig humanban 1,73
volt. Fontos azonban hangsulyozni, hogy a human minték sebészi eltavolitasa kozben hasznalt
altatasi eljaras eltért a patkdnykisérletekben altalunk hasznalt altatasi proceduratol. Masrészt
nem zarhaté ki, hogy az altalunk hasznalt extracellularis folyadékban a human idegsejtek
ingerlékenysége eltér a patkany idegsejtekétol.

A piramissejtek altal kivaltott haldzati események kialakulasdnak kulcs feltétele
humdnban a szelektiven megerdsodott piramissejt-interneuron kapcsolatok. A  human
interneuronokra érkezd nagy amplitudojd EPSP-khez hasonlé amplitudoji EPSP-krél nem
szamoltak be eddig mas fajokban. Az altalunk anatomiailag is vizsgalt piramissejt-interneuron
parokban a piramissejtek kevés szamu szinapszison keresztiil valtottak ki nagy amplitadoja

EPSP-t, esetenként akcids potencialt a posztszinaptikus kosarsejtekben. A piramissejt-
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interneuron kapcsolatokra jellemzd szinapszis szam hasonléan alacsony mas fajok kérgi
régioiban is azonban a kapcsolatok erdssége sokkal kisebb mint humanban. Macska
latokérgében végzett tanulmany példaul 1-7 serkentd szinapszisrol szdmol be piramissejt-
interneuron kapcsolatokban (Buhl et al., 1997). Patkany szomatoszenzoros kérgi piramissejtek
1-4 szinapszist létesitettek kosarsejteken €s més interneuronokon (Tamas et al., 2002; Wang
et al., 2002). Patkany szomatoszenzoros €s szomatomotoros kérgi teriiletein végzett tovabbi
vizsgalatok is hasonléan alacsony szinapszis szamokrol szamoltak be glutamaterg sejtek €s
interneuronok kozotti kapcsolatokban (Deuchars and Thomson, 1995; Helmstaedter et al.,
2008). A fenti tanulmanyokban vizsgalt piramissejt-interneuron kapcsolatok EPSP amplitidoi
minddssze 0,5 mV - 3 mV koriiliek voltak, szemben az altalunk hasonld szinapszis szdmok
mellett tapasztalt 6,6 mV - 11,2 mV-os EPSP-k amplitaddival, ami azt mutatja, hogy az
egyedi szinapszisok szintjén érdemes keresni a humanban tapasztalt megerds6dott szinaptikus
transzmisszid okat. Bar eredményeink nem adnak magyarazatot arra, hogy miért fordulhatnak
el6 humdanban ilyen nagy amplitad6ja serkentd bemenetek, de azt mutatjak, hogy a human és
nem human fajok EPSP amplitidoi kozotti kiilonbség nem tulajdonithatd sem a piramisse;jt-
interneuron kapcsolatokra jellemz0d szinapszis szam fajok kozotti kiilonbségének, sem pedig a
sejtek fajok kozotti bemend ellenallas kiilonbségeinek (Miles, 1990; Galarreta and Hestrin,
2001; Povysheva et al., 2006; Silberberg and Markram, 2007).

Eredményeink aldtamasztjadk a szelektiven megerdsodott szinaptikus neuronldncok
el6forduldsat a kéregben (Hebb, 1949; Abeles, 1991; Salinas and Sejnowski, 2001; Douglas
and Martin, 2007; Luczak et al., 2007) tovabba kimutatjak, hogy a kosarsejtek mellett az axo-
axonikus sejtekre is érkeznek nagy amplitidoji glutamaterg bemenetek. A kosar és axo-
axonikus sejteket célzd erds glutamaterg bemenetek kialakuldsanak mechanizmusa nem
ismert. Ismert azonban a hosszu tava szinaptikus potenciroz6das olyan formaja mely intenziv
halézati aktivitas kozben fejezOdik ki inaktiv interneuronokon (Lamsa et al., 2007). Ilyen
intenziv halozati aktivitas példaul a hippokampalis éles hullam, az axo-axonikus sejtek pedig
az ¢éles hullamok legelején aktivak, a késobbi intenzivebb szakasz alatt viszont csendesek
(Klausberger et al., 2003).

Az egy sejt altal kivaltott poliszinaptikus események jelentésége nem tisztazott, de a
mogottilk huzodo haldézati mechanizmus szerepet jatszhat a Hebbi sejtegyiittesek 1étrejottében
¢s mikodésében (Hebb, 1949). Hebb sejtegyiittese 1ényegében egy egymadssal szinaptikusan
Osszekapcsolt serkentd idegsejtek alkotta graf. Az elmélet szerint a kolcsonds serkentd
kapcsolatok teszik lehetdvé, hogy a sejtegyiittes né¢hany tagjanak aktivacidja atterjedjen a

sejtegylittes tobbi tagjara. Ennek egy lehetséges mechanizmusa lehet a piramissejt - axo-
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axonikus sejt — piramissejt aktivacid, aminek eredményeként egyetlen piramissejt aktivacioja
axo-axonikus sejt piramissejtekkel alkotott reciprok kapcsolatai biztosithatjak a serkentés
lokalis felerdsitését (Buhl et al., 1994). E feed-forward és feed-back serkentd mechanizmusok
lehetdvé tehetik a sejtegylittes tagjainak legfeljebb néhany 10 milliszekundumos idéablakon
beliil szinkronizalt aktivaciojat. Buzsaki elmélete szerint a sejtegylittesek aktivacidoja ehhez
hasonlé idéskalan mozoghat az azt detektald sejt- €s haldzatszintli integracios folyamatok
(membran-idéallando, haldzati oszcillaciok) idébeli tulajdonsagai miatt (Buzsaki, 2010). Egy
sejtegylittest alkotd piramissejtek feltételezhetéen szdérvanyosan helyezkednek el ¢és a
szomszédos piramissejtek kiilonb6zd sejtegyiittesekhez tartozhatnak. Mivel reciprok
piramissejt-interneuron kapcsolatok gyakoriak €és a szomszédos piramissejtek részben kézos
interneuronokhoz kapcsolddnak, az elsOként aktivalodo sejtegyiittes piramissejtjei elnyomjak
a tobbi aktivitasat (Buzsaki, 2010). Mintdinkban a piramissejtek altal a kdrnyezd sejteken
nagy gyakorisaggal kivaltott di- és poliszinaptikus gatlds hatékony mechanizmusa lehet az

Osszegzésképpen, a huméan kérgi halézatokban a szelektiven megerésodott
piramissejt-interneuron kapcsolatok és az axo-axonikus sejtek depolarizdld hatdsa révén
piramissejtek szorvanyos aktivacidja képes lehet funkciondlisan kapcsolt sejtek egylittes
illetve szekvencialis aktivaciojat kivaltani, melynek szerepe lehet a magasabb rendii kérgi
funkcidokban szerepet jatszo sejtegyiittesek miikodésében (Hebb, 1949; lkegaya et al., 2004),
valamint az egy sejt altal kivaltott motoros és viselkedésbeli valaszok kialakitdsaban (Brecht

et al., 2004; Houweling and Brecht, 2008).

5.2 Szerotonin és fluoxetin szerepe a poliszinaptikus halézatok szabalyozasaban

A szerotonerg rendszer mitkddése intenziven kutatott teriilet mivel szadmos, kognitiv
deficittel tarsuld pszichiatriai rendellenesség kialakuldsanak hatterében, gy mint a
depresszid, szorongasos zavarok, skizofrénia vagy az Alzheimer-kor esetében (Lucki, 1998;
Meltzer et al., 1998; Jones and Blackburn, 2002; Castaneda et al., 2008) szerepet
tulajdonitanak neki ¢és igy kedvelt molekuldris célpontja a kozponti idegrendszerre hatod
gyogyszerek tervezésének (Roth et al, 2004). Az extracellularis 5-HT koncentraciot a
szerotonin transzporterek gatlasa révén megndveld SSRI-ok (Malagie et al., 1995)

antidepresszans hatdsuk mellett kedvezd befolydssal birnak szdmos kognitiv funkciora
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emberben. Azonban a szerotonin és az SSRI-ok hatdsa a human kérgi halozat mikodésére
vonatkozolag a neuronalis kapcsolatok szintjén eddig nem volt ismert.

Megvizsgaltuk hogyan ¢és milyen mechanizmuson keresztiil befolydsolja az egy sejt
altal kivaltott haldzati eseményeket a szerotonin, €s egy széles korben, terapidsan
antidepresszansként alkalmazott SSRI, a fluoxetin. Eredményeink azt mutatjak, hogy
piramissejtek feloli glutamaterg transzmisszid gatlasan keresztiil hatékonyan csokkentik az
egy sejt altal kivaltott poliszinaptikus események kivalthatosagat prefrontalis kérgi eredetii
human mintadkban. A glutamaterg transzmisszié szerotonin érzékenységét mar tobb esetben
kimutattdk ragcsalokban kiilonféle agyteriileteken, azonban a legtobb vizsgalatban a
fiziologids  szerotonin  koncentracidkat  nagysagrendekkel = —meghaladé  szerotonin
koncentraciokat alkalmazva.

A szerotonin, a poliszinaptikus eseményekre kifejtett hatdsanak maximumat mar a
nanomolos koncentracidtartomanyban elérte, a fizioldgidsan tapasztalhatd extraszinaptikus
koncentraciok (Bunin and Wightman, 1998) fels6 hatardhoz kozel, szinte teljesen eltiintetve
azokat. Fontos megjegyezni azonban, hogy az altalunk alkalmazott 100 nM-os vagy a folotti
szerotonin koncentracié in vivo feltehetdleg csak lokalisan a méasodperc tort részéig fordul eld
néhany 10 mikrométerre a szerotonerg termindlistol (Bunin and Wightman, 1999)
fiziologidsan emiatt feltehetdleg mérsékeltebb a szerotonin hatidsa. Ugyanakkor figyelembe
kell venni, hogy bizonyos kornyezeti tényezOk (Kobayashi et al., 2008) vagy farmakonok
(Malagie et al, 1995) hatasara a szerotonerg transzmisszi® fokozodhat valamint
feltételezhetd, hogy a szerotonin transzporter blokadja révén a megndvekedett szerotonin
koncentracid térbeli €s iddbeli lecsengése megnyulik, igy hatdsa kifejezettebb Iehet.
Onmagiban kevéssé hatékony, alacsony szerotonin koncentracié egyiittes alkalmazisa
fluoxetinnel meghaladta azok kiilon-kiilon kifejtett hatdsanak mértékét a mono- ¢€s
poliszinaptikus események csOkkentésében egyarant. Ez magyarazhatd egyrészt azzal, hogy
az in vitro szelettechnika velejarojaként a nem kérgi eredetli szerotonerg axonok elvagasaval
jelentdsen lecsokken a spontan felszabaduld szerotonin mennyisége és ezért az 6nmagaban
adott fluoxetin kevéssé hatékony, masrészt nem zarhato ki, hogy a fluoxetin a szerotonin
transzporter blokkolasdn kivill mas mechanizmuson keresztiil, a szerotoninétol eltérd
utvonalakon keresztiil is csokkenti a poliszinaptikus események eldfordulasat, ez esetben
hatasuk inkabb 6sszeadodd mintsem potencirozo jellegii.

A szerotonin hatasmechanizmusanak részletesebb vizsgalata kimutatta, hogy célpontja

a helyi piramissejtek feldli glutamaterg transzmisszi6. Eredményeink arra utalnak, hogy a
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szerotonin hatasat preszinaptikusan fejti ki a piramissejtek axonjan. A receptoridlis
mechanizmus, amin keresztiil a szerotonin lecsOkkentette a glutamaterg transzmissziot,
részben megegyezik azzal amit patkany entorhinalis kérgében irtak le, miszerint a hatast
részben a gatld 5-HT;a receptor kozvetiti. Nincs informacid arrdl, hogy 2/3. rétegi human
piramissejtek axontermindlisai expresszalnak-e 5-HT;5 receptort, de a piramissejtek axon-
inicialis szegmentjének proximalis része 5-HT;a receptor immunreaktivitast mutat humanban
(DeFelipe et al.,, 2001). Elképzelhetd, hogy a szerotonerg rendszer a 5-HT;n receptor
aktivacio okozta hiperpolarizacio révén szabalyozza a kiiszob alatti és feletti jelek terjedését a
szomatodendritikus €s axonalis domén kozott. Egy kordbbi tanulmdnnyal &sszhangban
mintainkban a piramissejtek kis hdnyada hiperpolarizalodott szerotonin hatasara (Newberry et
al.,, 1999). Az axon-inicialis szegmentum hiperpolarizacidoja megnovelheti a hajté erdt a
lokalisan depolarizalé axo-axonikus GABAerg bemenetek szamara hatékonyabbd téve az axo-
axonikus sejteket a piramissejtek aktivacidjaban szerotonin jelenlétében (Szabadics et al.,
2006; Khirug et al, 2008; Woodruff et al, 2009). Mindemellett, a hagyomanyosan
serkentdnek tekintett 5-HT,a receptor aktivacid (Aghajanian and Marek, 1997) is minden
tekintetben utdnozta a szerotonin hatasat. A 5-HT,a receptoron keresztiili gatlas
mechanizmusa kevésbé vildgos mivel ennek a receptornak az aktivacidja patkany prefrontalis
kéregben depolarizdlja a piramissejteket, azonban kéreg alatti teriileteken a glutamaterg
transzmisszid preszinaptikus serkentését (Hasuo et al., 2002) és gatlasat (Best and Regehr,
2008) is eredményezheti. Mindazonaltal, eredményeinkkel 6sszhangban, patkany kisagyban a
glutamat felszabadulds gatolhaté mind 5-HT;x mind 5-HT,—es receptor aktivacioval (Maura
et al., 1988).

Az EPSP-k amplitaddjat hatékonyan csokkentd szerotonin koncentracid nem volt
hatassal a GABAerg sejteknek a kimenetére sem a kosarsejt-piramissejt kapcsolatokban, sem
pedig az axo-axonikus sejt-piramissejt kapcsolatokban, mivel utobbi esetben az axo-axonikus
sejt altal keltett diszinaptikus EPSP-k gyakorisdga még magas szerotonin koncentracié mellett
sem csokkent lényegesen. Ez a mechanizmus megegyezik korabbi, a patkany entorhindlis
keérgében leirtakkal, miszerint a szerotonin, a haldzat-csendesité hatdsat hasonl6 modon a
glutamaterg és nem pedig a GABAerg szinapszisokon keresztiil fejti ki (Schmitz et al., 1998).
Ettdl eltéréen azonban, a szerotonin csokkenti a gatld kosarsejt-piramissejt kapcsolatok erejét
egér szomatoszenzoros kérgében ami faj esetleg régio specifikus kiilonbségek meglétére utal
(Kruglikov and Rudy, 2008). A GABAerg populacié heterogén ¢€s a kiilonféle sejttipusok
egymastol eltérd szerotonin receptort fejeznek ki — legalabbis ragesaldkban és foemldsdkben -

, aminek kovetkeztében a szerotonin eltéré modon befolyasolja ingerelhetdségiiket (Jakab and
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Goldman-Rakic, 2000; Foehring et al., 2002; Xiang and Prince, 2003). Patkanyban még a
parvalbumint kifejez6 kosarsejt populaciod is két alpopulaciora oszthatd (Puig et al., 2010),
melyek eltérden la vagy 2a receptort fejeznek ki és aktivitdsukat ennek fliggvényében a
szerotonin ellentétes modon befolyasolja. Mintainkban azonban a kosarsejtek €s mas
GABAerg interneuronok is egyontetlien depolarizalodtak szerotonin hatdsara. A
szerotoninnak a kosarsejtek kimenétre illetve az interneuronok intrinsic tulajdonsagaira
gyakorolt hatdsdnak részleges kiilonbozdsége a kordbbi, nem human fajokon végzett
vizsgélatok eredményeitdl, egyrészt tulajdonithaté az altalunk vizsgalat alacsony
mintaszamnak, masrészt jelenthetnek faj- vagy régidbeli kiilonbségeket is. Fontos itt
megemliteni, hogy mig az egyedfejlodés sordn a kérgi interneuronok ragcsalokban szinte
kizardlag a ventralis elfagy teriiletérdl erednek, addig a human interneuronoknak csak 35 %-a
ered a ventralis elfagy teriiletérdl, mig 65 %-uk a dorzélis eldagyi eredetliek (Letinic et al.,
2002), ami jelentds funkcionalis kiilonbségeket eredményezhet a ragesalok és az ember kozott
az interneuronok és a kérgi hal6zat miikodésére és felépitésére vonatkozolag.

Bar a szerotonin hatdsdban nem tett kiilonbséget a piramissejtek feldl mas
piramissejtekre vagy GABAerg sejtekre iranyuld glutamaterg szinapszisok kozott, az egy sejt
altal kivaltott poliszinaptikus események kialakuldsaban minden bizonnyal az utobbi
kapcsolatnak van meghataroz6 szerepe, mivel a piramissejt-piramissejt kapcsolatok tul
gyengék ahhoz, hogy azokban az aktivitds datterjedjen az egyik sejtr6l a masikra.
Azonositottunk két interneuron tipust, nevezetesen az axo-axonikus sejteket és kosarsejteket,
melyekre érkezd lokalis eredetii serkentdé bemenetek a szerotonerg rendszer szabalyozésa alatt
allnak és amelyeknek fontos szerepe van a piramissejtek altal kivaltott poliszinaptikus
serkentés ¢és gatlas kozvetitésében. Eredményeink azt mutatjak, hogy a szerotonin altalanosan
lecsendesiti a kérgi halozatot, a glutamaterg transzmisszid csokkentésén keresztiil. Egy
befolyasolja a piramissejtekre érkezd lokalis eredetli és mas régiokbol (pl. CA3-bol,
entorhinalis kéregbdl) érkezd glutamaterg bemenetek erdsségét (Mlinar et al., 2001), ezért
potencialisan érdekes lenne annak vizsgalata, hogy vajon a szerotonin egységesen, vagy eltérd
modon hat-e a kuilonféle eredetti kortiko-kortikalis, talamo-kortikalis és intrakortikalis
glutamaterg palydk mukodésére megvaltoztatva ezzel az egyes palyak sulyat és egyes
sejttipusok érintettségét a kérgi informacidfeldolgozasban.

A prefrontalis kéregnek patkdnyban fontos szerepe van a félelemreakciok
kontrollalasdban és a stresszorok feletti kontroll megtartdsaban. A prefrontdlis kéreg

kolesonos gatld Osszekottetésben all a dorzalis raphe maggal és enyhe, kezelhetd stressz
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esetén a prefrontdlis kéreg miikodése dominal a dorzalis raphe mitkodésével szemben (Amat
et al, 2005). Erds, vagy kronikus stresszhelyzetekben ez az egyensuly felborul: a raphe
milkodése felszabadul a prefrontalis leszabdlyozds alol és a prefrontalis kéregben
megndvekedett szerotonin koncentracio a prefrontalis agyteriilet aktivitasanak csokkenéséhez
(Bland et al., 2003) mellyel csokkent kognitiv teljesitmény tarsul (Cerqueira et al., 2007). A
tartdsan magas szerotonin szintnek €s az annak kovetkeztében lecsokkent glutamaterg
transzmisszidnak koze lehet a tartos stressz alatt megfigyelhetd tanulasi deficithez, mivel
nemrégiben kimutattdk, hogy az 1j, hippokampusz medialta emléknyomok prefrontalis
kéregbe torténd konszolidacidja sériill ha a kérgi glutamaterg transzmissziot csokken
(Lesburgueres et al., 2011).

Bizonyos esetekben human paciencsekben az akut SSRI kezelés hatasara atmeneti
idegesség €s a negativ érzelmi stimulusok iranti megnovekedett fogékonysag jelentkezik még
azelott miel6tt az SSRI-ok kifejtették volna anxiolitikus hatdsukat (Kent et al., 1998;
Burghardt et al., 2004; Harmer, 2008). Tovabba a tartds, vagy intenziv stressz esetén
lecsokkent prefrontdlis aktivitds teret enged a stresszhelyzetekben megtfigyelhetd ideges
viselkedés ¢€s félelem reakciok kialakitasdban szerepet jatsz6 mas agyi struktirak és altaluk
vezérelt motoros programok érvényre jutdsdban. Elképzelhetd tehat, hogy a fluoxetin és
szerotonin altalunk megfigyelt haldézatcsendesitd hatdsa a prefrontélis kéregben atmenetileg
csokkenti ezen teriilet aktivitasat, hozzajarulva a prefrontalis régido szabalyozo erejének
atmeneti csokkenéséhez és az SSRI-ok ezen igen koran jelentkezd atmeneti tiineteinek
kialakulasahoz.

Az SSRI-ok akut hatasanak jelentdsége leginkabb a késdbbi kronikus kezelés hatdsara
bekovetkezd valtozasok kialakuldsdban lehet (Castren, 2005; Harmer, 2008). Egy ujabb kelett
elmélet szerint a depresszio hatterében nem elsddlegesen a szerotonerg rendszer mitkodésében
aktualisan fennall6 zavar all, hanem a neuronalis hal6zatokban jelen levé kommunikécios
probléma ¢€s az antidepresszansok valdjaban ezt a kommunikécios zavart javitjak a hal6zatban
eldidézett funkciondlis és strukturdlis valtozasok altal (Castren, 2005). A depresszid
patofiziologidjaban ¢és kialakuldsidban a neurondlis halozatok plasztikus folyamataiban
bekovetkezd valtozadsok is szerepet jatszhatnak. Kisérleteinkben a helyi glutamaterg
transzmisszid fluoxetinnel és szerotoninnal torténd csokkentése a feed-forward gatlas
drasztikus kieséséhez vezetett. Mind a szerotoninnak (Kojic et al., 2000; Zhong et al., 2008)
mind pedig a gatlasoldasnak (Letzkus et al., 2011) jelentOs szerepe van kiilonféle plasztikus
folyamatok szabalyozdsaban. Az egyedfejlodés korai szakaszédban erdsen plasztikus vizudlis

kéreg plaszticitasa felndtt korra jelentdsen korlatozodik. Felnétt patkanyok kronikus fluoxetin
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kezelése azonban képes visszadllitani a vizualis plaszticitast €s eldsegiteni ambliopias allatok
latasi funkcidinak helyreallitdsat az intrakortikalis gatlas csokkentése révén. (Maya
Vetencourt et al, 2008). A fluoxetin akut hatdsa tehat megvaltoztathatja a kérgi
neuronhalozatok plasztikus tulajdonsagait melyek tovabbi strukturdlis és funkcionalis
valtozast eredményezhetnek (Castren, 2005). A kronikus SSRI terdpia sikerességét a
hangulati zavarok kezelésében kapcsolatba hozzak az érzelmi folyamatokban tortént korai
valtozasok intenzitdsaval. Az érzelmi feldolgozas korai valtozéasai e szerint hozzajarulnak a
késObbi kronikus hangulati €és érzelmi valtozasok kifejlédéséhez (Harmer, 2008).

A fokozott szerotonerg transzmisszio a felszabaduld szerotonin mennyiségének
novelésén (példaul stresszben) vagy visszavételének gatlasdn keresztiil (SSRI kezelés
hataséara) befolyassal birhat a kérgi sejtegyiittesek szervezddésére €s aktivacidjara melynek
szerepe lehet bizonyos kognitiv képességek kornyezeti faktorok vagy antidepresszansok
okozta akut valtozasaban. Tovabba, a feed-forward gatlas €s serkentés csokkenésének haldzati
plaszticitast befolydsold hatasa fontos kiindulopontja lehet a kérgi halozatokban bekdvetkezd
késObbi szerkezetbeli és funkcionalis valtozasoknak melyek tartés antidepresszans kezelés

vagy kronikus stressz hatasara alakulhatnak ki.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az emberi agykéreg a legbonyolultabbnak tartott ¢él6 struktira. Az agykéreg
legnagyobb részét kitevd neokortexben az idegsejtek alapvetden 6 rétegbe rendezddnek. A
neokortex szamos, citoarchitektonikailag és funkcionalisan is kiilonbozd teriiletre tagolodik,
melyeket alapvetéen harom csoportba osztjuk: érz0, motoros és asszociacios agykérgi
teriiletekre. Az agykéreg alapvetd felépitése, szervezddési elve az emlésok evolicidja soran
nem valtozott, azonban az asszociacios teriiletek, kiilondsképpen a prefrontalis kéreg relativ
sulya a féemlésokben mar nagyobb, mint alacsonyabb rendii emldsfajokban, emberben pedig
a legnagyobb. A huméan és nem human fajok kozotti intelligenciabeli kiilonbségeket
leginkabb az emberi neokortex, azon beliil is foként, a szdmos kognitiv funkcidért felelds
prefrontalis kéreg fejlettségének, egyediségének tulajdonitjuk. Hebb hipotézise szerint a
mentalis reprezentdciok neurondlis szubsztratjai funkciondlisan kapcsolt idegsejtek alkotta
sejtegylittesek, melyek koordinalt aktvitasa a kognitiv folyamatok alapja. Az agykérget alkoto
idegsejtek mukodésérdl, kapcsolatrendszerérdl, azonban huméanban kevés adat all
rendelkezésiinkre. Az agykéregre vonatkozd ez irdnya ismereteink tilnyomorészt
ragcsalokon, macskan és f0emldsokon végzett kisérletetekbdl szarmaznak.

Az agykéregben eloforduld idegsejteket alapvetden két csoportba oszthatjuk:
piramissejtekre, melyek az altaluk felszabaditott neurotranszmitter, a glutamat segitségével
serkentik az altaluk beidegzett posztszinaptikus idegsejteket biztositva ezzel az informacio
idegi aktivitdas formajaban torténd terjedését €s fennmaradéasat az agykéregben, valamint a
GABAerg interneuronokat, melyek, mint neviik is mutatja, GABA-t szabaditanak fel
axonterminalisaikbdl €s posztszinaptikus célsejtjeiket tobbségében gatoljak szabalyozva ezzel
a piramissejtek miikodését €s az aktivitds terjedését a kéregben. A piramissejtek kozotti
serkentd kapcsolatok azonban nagyon gyengék. Az altalanosan elfogadott elképzelés szerint
tobb tiz piramissejt szinkron aktivacioja sziikséges ahhoz, hogy kozos posztszinaptikus
piramissejtjeikben akcids potencidlt valtsanak ki és szinkron tilizeld piramissejtek
szekvencialis aktivacidja sziikséges az informacio terjedéséhez a kéregben.

Kutatdcsoportunk elsdként végzett szimultan elvezetéseket idegsejt parokbol human
agykérgi szeletekben. Disszertaciom elsé része az egy sejt altal kivaltott szinaptikus és
halozati eseményeket vizsgalja asszociacios kérgi teriiletekrdl szarmazd human szeletekben.

Szimultdn whole cell patch clamp elvezetésekkel kimutattuk, hogy egyetlen II/IIL. rétegi
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piramissejt egyetlen akcids potencidlja is képes nagy megbizhatdosaggal poliszinaptikus
serkentd ¢€s/vagy gatld posztszinaptikus potencidlokat tartalmazd eseménysorozatokat
kivaltani kornyezd piramissejtekben és interneuronokban. A poliszinaptikus események, az
Oket kivaltdo preszinaptikus akcids potencial utan, akar 40 ms-mal is érkeztek még.
Eredményeink azt mutatjak, hogy egyetlen piramissejt egyetlen akcios potencialja akar tizszer
hosszabb latencidval is képes szinaptikus események kivaltasdra human agykéregben, mint azt
mas fajok esetében tapasztaltak. Csoportunk patkdnyon végzett korabbi vizsgalataival
Osszehasonlitva a piramissejt altal keltett poliszinaptikus €s monoszinaptikus események
gyakorisaganak az ardnya humanban két nagysagrenddel gyakoribb volt mint patkanyban.
Vizsgalataink kimutattak, hogy a piramissejt altal kivaltott poliszinaptikus serkentés €s gatlas
hatterében a GABAerg interneuronokat cé€lzd, szelektiven megerdsddott monoszinaptikus
serkentés all, mely esetenként képes a posztszinaptikus interneuronban akcids potencialt
kivaltani. Korrelalt fény €s elektronmikroszkopos vizsgalataink kimutattak, hogy ez az erds
serkentés kevés szinapszison keresztiil is megvaldsulhat. Alacsonyabb rendli emldsdkben mar
korabban leirtdk, hogy piramissejtek képesek diszinaptikus latenciaji gatlast kivaltani
kornyezé idegsejteken, egy koztes GABAerg interneuron aktivaciojan keresztiil. Ezzel
0sszhangban a monoszinaptikus piramissejt-kosarsejt kapcsolatok 20%-aban a piramisse;jt
képes volt a posztszinaptikus kosarsejtben akcids potencialt kivaltani. A piramissejtek
gatlasnak. A kosarsejtek mellett piramissejtek a piramssejt-axo-axonikus parok 33%-aban is
képesek voltak posztszinaptikus akcids potencidlt kivaltani. Mig a kosarsejtek
hiperpolarizaljak posztszinaptikus célsejtjeiket, addig az axo-axonikus sejtek képesek
depolarizalni a posztszinaptikus piramissejteket esetenként akcios potencialt kivaltani benniik,
mivel az axon-inicidlis szegmentum teriiletén a GABA fordulasi potencialja a szomatikusnal
szamottevden depolarizaltabb értéket vehet fel. Mintainkban elvezetett axo-axonikus sejtek
egyetlen akcios potencialja képes volt diszinaptikus EPSP-t valamint triszinaptikus IPSP-t
kivaltani szimultan elvezetett idegsejtekben, ezaltal valdszintisithetd forrasai lehetnek a
piramissejtek altal kivaltott poliszinaptikus EPSP-knek és IPSP-knek.

Vizsgalataink azt mutatjak, hogy az aktivitds sztereotip modon terjed a humén kérgi
halozatban. A piramissejtben kivaltott elsérendii akcids potencidl kizardlag GABAerg
interneuronokban valt ki masodrendii akcids potencialt. Az aktivitas tovabbterjedése az axo-
axonikus sejtek altal biztositott, igy harmadrendii akcids potencial csak piramissejtekben
keletkezik, mivel az axo-axonikus sejtek kizardlag pramissejteket innervalnak. Az aktivitas

tovabbi terjedése mar megvalosithatd szinkron tiizeld piramissejtek segitségével is, mivel az
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axo-axonikus sejt képes lehet hatékonyan szinkronizalni posztszinaptikus piramissejtjeinek
aktivitasat. Ez a haldzati mechanizmus ¢€s a szelektiven megerdsodott kapcsolatok jelenléte a
human agykéregben alapjdul szolgalhat az egymassal versengd sejtegylittesek gyors ¢€s
idbleges formacidjanak valamint szegregacidjanak, amiket a magasabb rendli kognitiv
folyamatok neuralis szubsztratjainak feltételeznek.

Disszertaciom masodik felében megvizsgaltuk, hogyan képes befolyasolni az endogén
neuromoduldtor szerotonin ¢és egy antidepresszansként hasznalt szelektiv szerotonin
visszavétel gatldo (SSRI), a fluoxetin, a piramissejt altal kivaltott poliszinaptikus halozati
eseményeket humén prefrontdlis kéregben. A depresszid szerotonerg hipotézise szerint a
depresszi6 okozta hangulati ¢és kognitiv zavarok hatterében a szerotonerg rendszer
alulmiikodése illetve a lecsokkent agyi szerotonin szint 4ll. Az SSRI-ok igy a fluoxetin is, a
szerotonin extracelluldris térbdl a sejtekbe torténd visszavételének a gatlasan keresztiil noveli
az extracellularis szerotonin koncentraciot. Az SSRI-ok terdpias alkalmazasa ma is jelentds és
szamos vizsgalat szamol be az SSRI-ok hangulatot €s csokkent kognitiv képességeket javito
hatasarol valamint kognitiv képességek agyi szerotoninszint csokkentése altal eldidézett
romlasarol.
fluoxetin hatékonyan lecsokkentette a piramissejt altal kivaltott poliszinaptikus események
gyakorisagat. A szerotonin haldzati hatasmechanizmusdnak részletes vizsgalata kimutatta,
hogy a szerotonin a glutamaterg transzmisszié amplitadojat csokkentve, szabalyozza le a
piramissejt feldl kivalthato interneuron aktivaciot viszont se az IPSP-k amplitidojat nem
befolydsolja a kosarsejt-piramissejt kapcsolatokban, se pedig az axo-axonikus sejt altal
kivaltott diszinaptikus EPSP-k gyakorisagat nem csokkenti jelentdsebb mértékben. Fluoxetin
szintén lecsOkkentette a monoszinaptikus EPSP-k amplitidojat a piramissejt-interneuron
kapcsolatokban. A serkentdé monoszinaptikus kapcsolatok szdmos tovabbi paraméterének
(paros pulzus arany, transzmisszidos hiba gyakorisdga ¢s az EPSP amplitidé variacios
koefficiense) vizsgdlata azt mutatta, hogy a szerotonin feltehetéen a preszinaptikus sejten
keresztiil fejti ki hatdsat. A prefrontdlis kéregben eléforduld leggyakoribb szerotonin
receptorok az 5-HTa, 5-HTaa, és 5-HTs-as receptorok. Az 5-HTa receptoraktivacio K'-
csatorna nyitasaval hiperpolarizalja az idegsejteket patkanyban. Patkany entorhinalis kérgében
végzett vizsgalatokkal 6sszhangban farmakoldgiai vizsgélataink kimutattdk, hogy az 5-HTa
agonista 8-OH-DPAT, a szerotoninhoz hasonld6 modon, a glutamaterg transzmisszio
preszinaptikus leszabalyozdsan keresztiil csokkentette a poliszinaptikus események

gyakorisagat. Mindamellett, a hagyoméanyosan depolarizalénak tekintett 5-HT,4 receptor
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aktivacio is minden tekintetben utdnozta a szerotonin hatasat. Habar az 5-HT,a receptoron
keresztiili gatldas mechanizmusa nem tisztazott, eredményeinkkel Osszhangban patkany
kisagyban a glutamat felszabadulas géatolhaté mind 5-HT;» mind 5-HT,—es receptor
aktivacioval.

Bar a fluoxetin €s mas SSRI-ok terapids hatasukat csak kronikus szedés mellett fejtik
ki, akut hatasaik is ismertek. Mindamellett a szerotonin koncentracié kronikus stressz vagy
nem kontrollalhato stresszor esetén tartésan megemelkedik patkanyok prefrontalis kéregben
gatolva annak miikodését és a kognitiv kontrollt az allat viselkedése felett. A prefrontalis
kéreg csOkkent glutamaterg transzmisszidja tanulédsi deficithez vezethet, ami megfigyelhetd
kronikus stressz esetén. Kisérleteink ugyan nem adnak magyarazatot az SSRI-ok kronikus
szedésével  elérhetd  kognitiv  teljesitményjavulds  mechanizmusara, de  akut
hatdsmechanizmusuk fontos kiindulopontja lehet késdbbi kronikus hatasuknak. Mind a
fluoxetin, mind a szerotonin befolyasoljak a neuronalis hal6zatok plasztikus folyamatait. A
kérgi szerotoninszint valtozidsa ezért kognitiv funkcidokban szerepet jatszo6 kérgi
sejtegytitteseknek nem csak pillanatnyi aktivaciojara lehet hatassal, hanem hosszabb
iddéskalan azok strukturalis szervezOdésére is, mely alapja lehet az SSRI-ok kronikus

hatasanak.
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7. SUMMARY

The human cerebral cortex is considered to be the most elaborated living structure. Its
most recent part in an evolutionary sense is the neocortex in which neurons are basically
organized into six layers. Although one can discriminate multiple anatomically and
functionally different areas of the neocortex, these areas can be grouped into three major
cytoarchitectural divisions corresponding to sensory, motor and association areas. The
prefrontal cortex a prominent part of the neocortex is considered to be essential in several
higher order cognitive functions. The basic organization of the neocortex is common among
rodents, carnivores and primates however the relative ratio of the prefrontal cortex tends to
extent as we move from rodents toward primates and especially in human it is the biggest
among primates. According to the Hebbian hypothesis a discrete, strongly interconnected
group of active neurons, called the cell assembly, represents a distinct cognitive entity and
serve as the neural basis of cognitive processes. However most of our knowledge about
neuronal functions and interactions are derived from experiments carried out in rodents,
carnivores and non-human primates. In the human cortical circuits, only single neurons were
characterized, interactions between neurons were not studied.

The neocortex is built up basically by two types of neurons. The most abundant ones
are the pyramidal cells which use glutamate as neurotransmitter and behave as excitatory
neurons. Their sequential and coordinated activity is considered to be essential for the flow of
information throughout the cortex. The other type is the group of GABAergic interneurons
which release GABA from their axons and with a few exceptions exert inhibition on their
postsynaptic targets therefore regulate the activity of pyramidal neurons. Excitatory
connections among pyramidal neurons are very weak and it is considered that tens of
simultaneously active, convergent pyramidal cells are required to excite their postsynaptic
pyramidal neurons and sequential activation of synchronously active pyramidal neurons are
required for effective signal propagation in the cortex.

Our group recorded the first dataset on the synaptic effect of identified human
pyramidal cells on various types of postsynaptic neurons. The first part of my thesis is
focusing on these pyramidal cell triggered synaptic events. Using whole cell patch clamp
recording single action potential was elicited in layer II/IIl pyramidal neurons and their

postsynaptic effects were monitored in simultaneously recorded neurons in acute human
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prefrontal slices. In addition to monosynaptic postsynaptic potentials, individual action
potentials in presynaptic pyramidal cells initiated long-lasting (37+17 ms) sequences of events
in the network lasting an order of magnitude longer than detected previously in other species.
These event series were composed of specifically alternating glutamatergic and GABAergic
postsynaptic potentials. Moreover, to compare the incidence of polysynaptic versus
monosynaptic events in human and rat we searched for our library of recordings performed in
the somatosensory and prefrontal cortex of the rat and we found that the ratio of the
occurrence of single pyramidal cell triggered polysynaptic and monosynaptic events are
greater by two orders of magnitude in human than in rat.

Singe pyramidal cell triggered polysynaptic events required selective spike-to-spike
coupling from pyramidal cells to GABAergic interneurons producing concomitant inhibitory
as well as excitatory feed-forward action of GABA. Correlated light- and electron microscopy
revealed that strong synaptic coupling between pyramidal cells and interneurons are not due
to the elevated number of synapses and can be achieved by few synaptic contacts. Pyramidal
cells were shown to elicit disynaptic IPSPs by single spikes in rodents through the activation
of an inhibitory interneuron. Basket cells innervate the perisomatic region of pyramidal
neurons providing fast and powerful inhibition. We also found direct spike-to-spike coupling
in 20% of the pyramidal-basket cell connections. Thus basket cells are a plausible candidate
mediating disynaptic inhibition of pyramidal neurons. Postsynaptic action potential was also
elicited in 33% of monosynaptically coupled pyramidal-axo-axonic cell pairs. While basket
cells hyperpolarize their postsynaptic pyramidal cells, axo-axonic cells were shown to be able
to depolarize their postsynaptic neurons, which are exclusively pyramidal cells, due to a more
positive chloride reversal potential in the axonal than in the somatic compartment. In our
samples single spikes of human axo-axonic cells elicited dsynaptic EPSPs and trisynaptic
IPSP thus recruitment of axo-axonic cell by single spike of a pyramidal neurons is a feasible
mechanism that mediate pyramidal cell triggered polysynaptic excitation and inhibition.

Our results show that activity flows in the human microcircuit in a stereotyped way.
First-order spike elicited in a pyramidal neuron triggers second-order spikes exclusively in
GABAergic neurons. Activation of axo-axonic cell are required to elicit third-order spikes
which occur exclusively in pyramidal neurons since these cells are the sole target of axo-
axonic neurons. Since axo-axonic cells innervate multiple pyramidal cells they could recruit
the firing of several postsynaptic pyramidal cells in synchrony, and thus they can contribute to
pyramid—pyramid spike-to-spike coupling. This network mechanism in concordance with the

selectively strengthened synaptic connections in the human cortex could underlie the
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formation and segregation of cell assemblies proposed to be the building block of higher order
brain functions such as cognition.

In the second part of my thesis we investigated whether the endogen neuromodulator
serotonin and a selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI), the antidepressant fluoxetine
influence single cell initiated polysynaptic postsynaptic potentials in slices of the human
prefrontal cortex. The monoaminerg hypothesis of depression emphasizes that the imbalance
in the function of the serotonergic system is the cause of dysfunctions in mood and in
cognitive capabilities observed in depressive patients, which could be reinstated by SSRIs by
elevating serotonin levels. Fluoxetine, like other SSRIs inhibit the reuptake of serotonin from
the extracellular space thus increase its extracellular concentration by blocking the serotonin
transporter molecules. SSRIs are widely used as therapeutic agents and can exert beneficial
effects on cognitive functions. On the other hand decrease in brain serotonin concentration are
often accompanied with lowered cognitive performances.

In our experiments physiological concentrations of serotonin and therapeutic
concentrations of fluoxetine effectively reduced the occurrence of single cell initiated
polysynaptic postsynaptic potentials in slices of the human prefrontal cortex. Analysis of
monosynaptic connections revealed that serotonin decrease the amplitude of excitatory
transmission from pyramidal cells to its postsynaptic targets suppressing the recruitment of
postsynaptic inhibitory interneurons. Additionally, we found that serotonin didn’t influence
inhibitory transmission from basket cells to pyramidal cells and excitatory transmission from
axo-axonic cell to pyramidal cells, since axo-axonic cell triggered disynaptic EPSPs still
occurred with high extracellular concentrations of serotonin. Finally, fluoxetine also
decreased the amplitude of monosynaptic EPSPs.

Detailed analysis of monosynaptic excitatory connections revealed changes in failure
rate of synaptic transmission, in paired pulse ratio and in the coefficient of variation of EPSP
amplitude, suggesting a presynaptic effect of serotonin. The most abundant serotonin
receptors in the prefrontal cortex are the 5-HT; 4 and 5-HT,a receptors. Activation of 5-HTa
receptors hyperpolarize neurons through opening of K'-channels. In agreement with previous
studies achieved by extracellular stimulation in the rat entorhinal cortex, the 5-HT;s agonist
8-OH-DPAT fully mimicked the effect of 5-HT. 5-HT ;s and 5-HT»a receptors are considered
to have opposite effects on the excitability of postsynaptic neurons. However in our
experiments the 5-HT,5 agonist alpha-methyl-serotonin also fully mimicked the effect of 5-

HT. Suppression of glutamate release with 5-HT mediated by both of these two receptor types
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was shown in the cerebellum however the mechanism mediates the 5-HT,a evoked
suppression of glutamate release is not understood.

Fluoxetine, as other SSRIs, exerts their antidepressant action only after several weeks
of treatment. However temporary increase in anxiety and threat processing was observed in
some patients early in acute SSRI treatment before anxiolytic actions were seen. During
chronic stress or in response to an uncontrollable stressor extracellular serotonin level in the
prefrontal cortex increase suppressing its activity and the ability of the animal to come over
the stressor. Decrease in prefrontal glutamatergic transmission may also lead to learning
deficits as may occur in severe stress.

Our results don’t provide explanation for the mechanism by which chronic SSRIs
treatment may improve cognitive functions, however, their early acute effects could also be
important in the development of their subsequent chronic effects. Both fluoxetine and
serotonin influence plasticity of neuronal networks. Thus changes in prefrontal serotonin level
may alter not just the temporal recruitement of cell assemblies but also their plastic structural

organization on a longer timescale which could serve as a basis for the chronic effects of the

SSRIs.
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