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1. Altalanos bevezetd

1.1. Az entorhinalis kéreg

Agyunk sziiri, feldolgozza, tarolja s visszahivja azokat az
informaciokat és eseményeket, amelyek segitségével tajékozodunk a
térben és amelyek segitségével emlékeket alkotunk a multrél. Ezeket
a bonyolult folyamatokat specifikus neuronéalis mikro- ¢és

makrohaldzatok hajtjak végre.

Altaldnosan elfogadott, hogy a temporalis lebeny
kulcsfontossagi a memoria kialakitasaban és a térbeli navigacioban.
A kortikalis és szubkortikalis teriiletekrél érkezd, meglehetdsen
heterogén informacio eldszor az entorhinalis kéregbe (EC) érkezik,
amely a hippokampalis formacio ,,kapujaként” szolgal. Ezenkiviil a
hippokampusz altal feldolgozott informacio elészor ismét az EC-be
kertil, ahonnan mas, specifikus kérgi teriiletekre keriil tovabbitasra.
Az EC nemcsak tovabbitja az informacidkat a hippokampalis
formaciohoz és onnan tovabb, hanem fel is dolgozza az adatok egy

részét.

1,1,1, A ragcsald és a human entorhinalis kéreg anatomiai

felépitése

Az EC ragcsalokban onnan kapta a nevét, hogy részben a
rhinalis sanc (sulcus rhinalis) hatarolja. Az entorhinalis kérget t6bb
kérgi teriilet veszi koril. A citoarchitektonikus kritériumok alapjan az
entorhinalis kéreg egy lateralis és egy medialis teriiletre oszthat6. A

medidlis entorhinalis kéreg (MEC) hat rétegbdl all, és kulcsfontossagii



szerepet jatszik a navigacio, a tanulds és a memoria alapjaul szolgalo
fiziologiai folyamatok kialakitasaban. A régié gyakran érintett egyes
betegségek (mint az epilepszia és az Alzheimer-kér) Korai
patofiziologiai elvéltozasaiban, igy ismerete elengedhetetlen ezen
betegségek megismerésében (Beed et al., 2010; Canto et al., 2008;
Witter & Amaral, 2004).

A human entorhinalis kéreg nagyobb és Osszetettebb a
f6eml6s6khoz és mas emlésokhoz viszonyitva. Ugy tartjuk, hogy ez a
nagyobb méret és komplexebb felépités az emberek fokozott kognitiv
képességeivel hozhatd Osszefiiggésbe. Emberben az entorhinalis
kéreg a halantéklebeny ventromedialis felszinén talalhato, és nyolc
kiilonbozé részre oszthatd. Topografiailag az emberi entorhinalis
kéreg nagyon hasonlit a nem human féemldsokére. Az emberi és mas
nem-human modellek laminaris szervezO8dése is hasonld; nincsenek
jelentds kiilonbségek, kivéve a Vc réteget, amely a féemldsoknél
lathatd (Amaral & Insausti, 1990; R. Insausti et al., 1987, 1995;
Ricardo Insausti, 2013; Witter & Amaral, 2021).

1.1.2. Az entorhinalis kérgi halézatok
A MEC, és maga az egész EC a hippokampalis formacio

kapujaként szolgal emberben, féemlésokben és mas emldsdkben is.

Klasszikus értelemben két 6 palya koti 6ssze a MEC-t a
hippokampusszal (HPC): a triszinaptikus palya, amely a MEC II
rétegét koti 6ssze a DG-al és a CA3 régidval, és a hippokampusz CA1

crer
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Scoville, 1976; Witter et al., 2000). A MEC kimenetek a CAl-ben
keriilnek integralodasra, és kozvetleniil vagy kozvetve subiculumon
keresztiil térnek vissza a MEC V-VI rétegébe (Naber et al., 2001;
Witter et al., 2000) vagy mas kérgi és szubkortikalis teriiletekre
(Cenquizca & Swanson, 2007; Fanselow & Dong, 2010).

1.1.3. A medialis entorhinalis kéreg funkcidja

A MEC egy fontos agyi régio, amely részt vesz a térbeli
navigacioban és a memoria kialakitasaban embereknél, féemldsoknél
és mas emlGsoknél egyarant (Grande et al., 2022; Maass et al., 2015).
Egyediilallo funkcionalisan fontos sejttipusai, az tigynevezett grid-
sejtek. Ezek a sejtek térben periodikus tiizelési mintazatokat mutatnak,
és kulcsfontossaguak a kdrnyezeten beliili pozicidé kodolasaban és az
ugynevezett hexagonalis grid-sejt mintazatok kialakitasaban. Grid
sejteket talalunk a MEC minden sejtrétegében, nagyobb aranyban a

felszini, kiilonésen a I1. rétegben (Sargolini et al., 2006).

A MEC, mint az agy GPS-e, térbeli informaciokat tovabbit
a hippokampusz szamara, dontd szerepet jatszik az epizodikus
memoria és a térbeli memoria kialakitasaban (Knierim et al., 2014). A
fent emlitett grid-sejteken kivil a MEC-ben szdmos mas,
funkcionalisan fontos sejttipust is taldlunk, mint példaul border-
sejteket, amelyek a kornyezet hatarait kodoljak, és head-direction-
sejteket, amelyek informaciét adnak az ember vagy allat térbeli

orientaciojarol (Bjerknes et al., 2014; Taube, 2007).



1.2. GABAerg sejtek az entorhinalis kéregben

A MEC principalis sejtjei erds gatldo bemeneteket kapnak,
mind spontan felszabadulé GABAerg (Greenhill et al., 2014;
Woodhall et al., 2005), mind akcidés potencial soran felszabaduld
GABAerg hatasok révén (Gloveli, Schmitz, & Heinemann, 1997;
Gloveli, Schmitz, Empson, et al., 1997; Jones & Biihl, 1993). Az
akcios potencial soran felszabaduld GABA egyarant kozvetithet feed-
forward gatlast (Finch et al., 1986; Gloveli, Schmitz, & Heinemann,
1997; Gloveli, Schmitz, Empson, et al., 1997; Jones & Biihl, 1993) és
feedback gatlast is (Armstrong et al., 2016; Beed et al., 2010; Couey
et al., 2013; Kumar et al., 2007; Varga et al., 2010). Ezek a gatlo
interneuronok nagyon heterogén populaciot képviselnek és
klasszikusan harom kiilon osztdlyba sorolhatok, amelyek
parvalbumint (PV+), szomatosztatint (SOM+) vagy szerotonin 3a
receptort expresszalnak (5HT3R+) (Tukker et al., 2022). A
disszertacioban ismertetett masik jelentés GABAerg sejttipus az
NPY+ és a neurondlis nitrogén-monoxid szintazt (NNOS+)

expresszalo neurogliaform sejt (NGF).

1.3. A gatlas jelentdosége az agyi halozatokban

A principalis sejtek tiizelését és miikodését az 1.2.
fejezetben targyalt GABAerg interneuronok legalabb kétféle modon
befolyasolhatjak: feed-forward és feedback gatlas révén.

Az feed-forward gatlas csokkentheti a principalis
idegsejtek tiizelését azaltal, hogy kompetitiven hat a serkentd

bemenetekre vagy csokkenti maga a principalis sejtek aktivitasat. A
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plaszticitas kiilonbozé formaiban vesz részt (Basu et al., 2013) és
modulalja a térbeli asszociacios memoria kialakulasat (Kitamura et
al., 2017; Roux & Buzsaki, 2015). A gatlas masik formaja, a feedback
vagy a rekurrens gatlas, amely soran egy posztszinaptikus
interneuront aktival egy serkent sejt és a gatlo sejt maga akadalyozza
meg a serkentd neuron tovabbi aktivalodasat azaltal, hogy egy negativ

visszacsatolast ad ra (Miles, 1990).

Fontos megemliteni, hogy a gatlas formai ennél sokkal
bonyolultabbak ¢s heterogénebbek. A feedback és a feed-forward
gatlas a két leggyakoribb gatlasi forma az agyban, és megértésiik
kulcsfontossagli a jelen dolgozat szempontjabol, ezért csak ezeket

targyaljuk

1.4. Akut agyszelet elektrofiziologia optogenetikaval

kombinalva

Az elektrofiziologia megjelenése Ota széles kdrben hasznalt
modszer a kettds foszfolipid membran mentén bekovetkezd
elektromos jelenségek vizsgalatara (Hodgkin et al., 1952). Az agyban
az in vitro akut agyszelet elektrofizioldgiai méréseket hatékonyan
hasznaljak a szinaptikus kapcsolatok szerkezeti és funkcionalis
jellemzbinek leirasara mar a megjelenése 6ta (Eguchi et al., 2020; Li
& Mcllwain, 1957; Llinas & Sugimori, 1980; Yamamoto & Mcllwain,
1966).

A halézatok és  kapcsolatok  vizsgalatira a
szeletelektrofiziologiaban péaros és tobbcesatornds elvezetéseket

hasznalunk. Ezen modszerek azonban egy tapasztalt elektrofiziologus
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szamara is kihivast jelentenek, és az elvezetett sejtek kozotti
kapcsolatok szama és aranya gyakran nagyon alacsony (Szabadics et
al.,, 2007; Vandrey et al., 2022; Winterer et al.,, 2017). Ezen
sikertelenségek ¢s  kihivasok lekiizdésére hasznalhatjuk az
optogenetikat, amelyet még mindig Ujszerti eszkéznek tartanak az

agyi halozatok vizsgalataban.

Az optogenetikaban specifikus opszinokat, genetikailag
kodolt fényérzékeny fehérjéket hasznalunk, amelyeket virusvektorok
segitségével injektdlunk genetikailag modositott egerekbe. Ezek a
fehérjék ezért a kivant, specifikus sejttipusokban expresszalédnak. Ezt
kovetden kiilonb6zd hullamhossza LED megvilagitas segitségével

manipulalhatjuk ezeket a specifikus neuronokat.

Az optogenetika hasznalhaté a lokalis és tavoli szinaptikus
kapcsolatok vizsgélatara, poliszinaptikus vagy monoszinaptikus
kapcsolatok tanulmanyozasara, szinapszisok jellemzésére, kiilonb6z6
sejttipusok funkcidinak leirasara a kiilonb6z6 agyi régiokban,
jelatvitel utvonalak modulalasara, sth. (Karl Deisseroth, 2015; Lee et
al., 2020; Pastrana, 2011).

2. Célkitiizések

Az EC funkcidja ¢és halozata tobb szempontbdl is
nagymértékben eltér mas kérgi teriilettél. Az EC lokalis haloézatanak
jellemzésére azonban szamos altalanositott modellt hasznalunk.

Valoban alkalmasak ezek a modellek az EC szamitasi kapacitasanak



megértéséhez? Mas szoval, van-e EC-specifikus haldzat, amely nem

lelhetd fel mas agyi teriileten?

Dolgozatomban ezekre a konkrét EC-motivumokra
koncentraltam. A konkrét célok a kovetkezdk voltak:

1. Az I rétegi GABAerg interneuronok, els6sorban a
neurogliaform sejtek funkcidinak jellemzése a lokalis entorhinalis
kérgi halézatban.

2. A neurogliaform sejtek és a II rétegi principalis
sejtek (mind piramis, mind stellate-sejtek) kozotti kapcsolatok
feltérképezése.

3. A szomatosztatint ~ expresszald6  GABAerg
interneuronok kapcsolatai és haldzati szerepiik az EC-ben.

4. Az  elobbiekben  emlitett  szomatosztatint
expresszaldo GABAerg sejtek altal 1étrehozott posztszinaptikus hatas
Osszehasonlitdsa a parvalbumint expresszalod sejtek posztszinaptikus
hatésaival.

3. Anyag és médszer

3.1. Kisérleti allatok

A kisérleteket a Pécsi Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag
hagyta jova (engedélyszam: BA02/2000-1-2015 és BA02/2000-
21/2021). Kisérleteinkben him és néstény 4-14 hetes transzgenikus
egereket hasznaltunk fel, tovabbiakban 6-8 hetes Wistar patkanyokat
alkalmaztunk az anatomiai és in vitro elektrofizioldgiai paros
elvezetéseinkhez. Az allatokat 12 6ras vilagos/12 6ras s6tét ciklusban

tartottuk.

3.2. Virus injekcid




A virusinjekcidohoz az allatokat mély altatasba helyeztiik
(izofluran segitségével, 4% kezdeti dozis az indukcidhoz, majd 1% a
miitét soran). Egy kis lukat furtunk a koponyaba a MEC felett (a
koordinatak: 3,75 mm oldaliranyban a kdzépvonaltol és 0,2 mm eldre
a harant sinustol (Heys & Dombeck, 2018)). Annak érdekében, hogy
a transzgenikus egereinkben szelektiven expresszaljunk ChR2-t,
ChR2-mCherry-t kodolo adeno-asszocialt virusvektort injektaltunk a
MEC-be a posztnatalis 25-30-ik napon. A virusinjektalast kovet6 2-3

héten leoltiik az allatokat és agyszeleteket készitettiink.

3.3. Akut agyszeletek készitése az in vitro elektrofizioldgiai

mérésekhez

Optogenetikai  és in vitro  szeletelektrofiziologiai
kisérleteket ~végeztink akut horizontalis agyszeleteken. A
szomatoszenzoros kéregben és a hippokampuszban végzett
kisérleteink egy részéhez akut koronalis metszeteket is hasznaltunk.
M¢ély izofluran altatdsban az egereket lefejeztiik, és 300 pm-es
horizontalis vagy koronalis szeleteket készitettiink, amelyeket in vitro

elektrofizioldgiai kisérletekben hasznaltunk fel.

3.4.  In vitro elektrofizioldgiai kisérletek

A patch pipettakat boroszilikat iivegkapillarisokbol huztuk
(ellenallasuk 3-5 MQ). A szeleteket differencialis interferencia-
kontraszt (DIC) optikaval és fluoreszcens gerjesztd forrassal felszerelt
mikroszkoppal vizsgaltuk. A kisérleteket 32-34°C-os ACSF-ben
végeztiik, amelyet 95% Oo-t és 5% CO,-t tartalmazo gazkeverékkel



buborékoltattunk. Kisérleteinkben ,,CsCl tartalmu — magas klorid —
intracellularis oldatot”, ,,Alacsony Cl tartalmu intracelluléaris oldatot”
és ,,Nagyon alacsony Cl tartalmu intracellularis oldatot” hasznaltunk,

amely 0,2% biocitint tartalmazott.

3.5.  Invivo elektrofizioldgiai mérések

Minden miitét mély izofluran érzéstelenitésben tortént. A
fejbefogd beiiltetése, az allatok akklimatizalasa és koponya farasa a
korabban leirtak szerint tortént (Varga et al., 2012). A dorzalis
amely 32 ponton alkalmas jelrogzitésre (A1x32-Poly2, Neuronexus).
A MEC-be 2 vagy 3 szaru szilikon-probat helyeztiink. Mindegyik szar
8 jelrogzitési pontot tartalmazott 50 um tavolsaggal (Buzsaki32
design, Neuronexus). Az optogenetikai manipulacidhoz optikai

szalakat rogzitettiink a probahoz. Minden felvétel 30-90 percig tartott.

3.6. Immunhisztokémia, konfokalis képalkotas és
Neurolucida rekonstrukcid

Anatémiai, morfologiai és immunhisztokémiai
vizsgalatokat végeztiink 60 vagy 70 pum vastag metszeteken. A
konfokalis képeket Nikon Eclipse Ti2-E és Zeiss LSM710
fluoreszcens konfokalis mikroszkoppal készitettiik, 10x, 20 és 60x
objektiveket hasznalva. Az axonok és dendritek haromdimenzids
rekonstrukciojat a Neurolucida szoftverrel 60x1,4 NA objektivvel
végeztiik. A sejtsiirliséget sejt/mm?-ben hataroztuk meg, és az ImageJ

szoftverrel szamoltuk.

3.7.  Statisztikai elemzések
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A statisztikdkat GraphPad Prism program segitségével
végeztiik. A mintak normal eloszlasat a D'Agostino—Pearson teszttel
vagy a Kolmogorov-Smirnov teszttel (alacsony elemszam esetén)
teszteltiik. Az adatokat paratlan T-teszttel hasonlitottuk 6ssze, mig a
nem-normal eloszlasi adatokat Mann-Whitney teszttel. Azon
statisztikai elemzések esetében, ahol harom vagy tobb csoportot
hasonlitottunk Gssze, amely nem normal eloszlast mutatott Kruskal—
Wallis tesztet alkalmaztunk post-hoc Dunn-féle 06sszehasonlito
teszttel egybevetve. A normal eloszlasti adatokhoz ANOVA tesztet
hasznaltunk,  Tukey féle adatGsszehasonlitassal. ~ Néhany
nemparametrikus eloszlast in vivo adatunk esetében Wilcoxon rang
tesztet alkalmaztunk. Az adatokat atlag + S.E.M formajaban
reprezentaltuk. Az allatok szamat és a sejtszamokat N és n formajaban

reprezentaltuk.

4. Eredmények

4.1. A II. rétegi piramis-sejtek axonjai foként a II.

réteget célozzak

A 1l. rétegi principalis sejtek axonalis célpontjai a II.
rétegben és bizonyos mértékig a mélyebb rétegekben talalhatoak
(Stirmeli et al., 2015). A II. réteg piramis-sejtek és a stellate-sejtek
kozott nagy a kapcsolati valosziniiség (Winterer et al., 2017). Ennek
tesztelésére Calb-Cre egerekben szelektiven expresszaltuk a ChR2-t a
Il. rétegi piramis-sejtekben, és megvizsgaltuk a rovid (5 ms)

fényimpulzusok hatasat a I1. rétegi stellate-sejteken. Megallapitottuk,
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hogy nagy amplitido6ji serkent6 posztszinaptikus potencialok (EPSP-
k) (késleltetési id6: 2,0 £ 0,2 ms, n = 6, EPSP-k atlagos amplitudoja:
10,6 £ 2,9 mV, 5 mW fényintenzitas mellett) valthatéak ki a stellate-
sejteken (gyakran akcios potencialok (AP) is kialakulnak). Azt is
megvizsgaltuk, hogy a II. rétegi gyorsan tiizeld parvalbumint
expresszalo interneuronokat is beidegzik-e a II. rétegi piramis-sejtek
axonjai. Erds serkentést (késleltetés idd: 2,2 + 0,7 ms, EPSP-k atlagos
amplitaddja: 6,8 £2,1 mV 0,5 mW fényintenzitas mellett) talaltunk a
II. réteg interneuronjain (n = 5, 2/2 parvalbuminra tesztelve),

amelyeken a fényimpulzusok gyakran okoztak AP-kat.

4.2. Az 1. rétegi neurogliaform sejtek erdteljes serkentd

monoszinaptikus bemeneteket kapnak a II. rétegi piramis-sejtektdl

A ChR2-t expresszalé axonok nem korlatozodnak a 11
rétegre, hanem az I. rétegben is megtalalhatok. Ezért megvizsgaltuk a
fényimpulzusok hatasat az I. rétegben elhelyezkedd interneuronokon.
Ezen interneuronok tobbsége neurogliaform sejt, amely GABAARal -
et és Reelin-t expresszal (Armstrong et al., 2012). Kolokalizacios
kisérleteink soran azt talaltuk, hogy az I. rétegben 1évo GABAARa1-
et expresszalod sejtek 53 + 12%-a (Osszesen 735 Reelin és/vagy
GABAARal + sejt, N =2) Reelint is expresszal. Ezen sejtek dendritei
és axonjai tobbnyire az I. rétegre korlatozodnak (Craig & Mchain,
2015). A ChR2+ axonok fénnyel vald gerjesztése EPSP-ket valtott ki
neurogliaform sejtekben (késleltetés: 1,9 + 0,1 ms, amplitado: 6,0 =
0,7 mV, n = 34, fényintenzitas: 5 mW). A TTX és a 4-AP bemosasi
kisérletek igazoltak, hogy ezen EPSP-k monoszinaptikusak.
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A calbindin nemcsak a II. rétegi piramis-sejtekben
expresszalodik, hanem néhany GABAerg interneuronban is (Canto et
al., 2008), ami potencialisan vegyes GABAerg és glutamaterg hatast
eredményez a calbindin+ ChR2-t expresszalo sejtek aktivacidja soran
Calb-Cre allatokban. Ezért megvizsgaltuk, hogy a neurogliaform
sejtek kapnak-e inputokat a calbindin+ interneuronoktdl is. Ehhez
magas kloridtartalmi  intracelluldris oldatot hasznaltunk, a
membranpotencialokat -60 mV-on tartottuk, és a szeletekre NBQX-t
és CNQX-t mostunk be (mindkettét 10 uM koncentracidban). Az
AMPA receptor blokkoldk teljesen megsziintették a neurogliaform
sejteken lathato posztszinaptikus hatast (a drogbemosas el6tt az EPSP-
k atlagos amplitudéja 6,8 £ 1,5 mV, n = 3, fényintenzitas: 5 mW),
ezért feltételezziik, hogy az entorhinalis kéregben 1évé calbindin-
pozitiv interneuronokb6l nincs GABAA receptor altal kozvetitett

bemenet a neurogliaform sejteken.

4.3. A neurogliaform és a nem-neurogliaform sejtek

eltéréen reagalnak a I1. réteg serkentd bemeneteire

A neurogliaform sejteket késon tiizeld sejteknek tekintjiik
(Kawaguchi, 1995), ami azt jelenti, hogy a szomatikus depolarizal6
négyszdgimpulzus hatasara csak néhany szaz ms utan lathat6 az elsé
akcios potencial. A MEC-ben a neurogliaform sejtek hasonloan késon
tiizeld sejtek (reobazis: -36,6 +0,9 mV, els6é AP 278,5 + 48,0 ms utan,
NGF sejtek nyugalmi membranpotencialja: -65,1 £ 0,5 mV, n = 34;
idéallando: 7,5 + 0,4 ms). Ennek a sejtpopulécionak az EPSP altal

kivaltott tiizelési mintazatar6l azonban csak korlatozott adatok allnak
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rendelkezésre (Chittajallu et al., 2020). Ezért a kovetkezokben
teszteltiik, hogy a neurogliaform sejtek és mas nem késén tiizeld
interneuronok hogyan reagalnak a II. rétegi piramis-sejtek altal
létrehozott EPSP-sorozatokra. A II. rétegi interneuronokban (n = 5)
nagy valoszinliséggel hozott lére akcids potencialt a fénystimulacio (5
EPSP 17 Hz-en, 10,7 + 2,7 mV, fényintenzitas 5 mW). Az I. rétegi
neurogliaform sejtekben azonos intenzitasu fény kisebb amplitidoju
EPSP-ket valtott ki (EPSP-k atlagos amplitaddja: 6,2 = 1,1 mV, n =
17, fényintenzitas 5 mW), és nem alakult ki akcios potencial. Amikor
azonban a membranpotencialt a nyugalmi allapotbdl kissé
depolarizaltuk (-64,5 + 0,6 mV-rél -52,8 + 0,9 mV-ra), akcios
potencialok alakultak ki. Az alkalmi akcids potencidlok az elsé
és/vagy a masodik fényimpulzus soran jelentkeztek, és a fennmarado

3 fényimpulzus soran semmilyen akcios potencial nem volt Kivalthato.

4.4. A neurogliaform sejtek eloszlasa nem korrelal a II.

rétegi piramis-sejtek dendriteinek klaszterével

Kimutattak, hogy két sejt kozotti kapcsolat valdsziniisége
nagymértékben fiigg a neuronok kozotti tavolsagtol (Holmgren et al.,
2003). Ennek az allitaisnak megfelelden megvizsgaltuk a
monoszinaptikus kapcsolatokat a II. rétegi principalis sejtek és a
szorosan folottiik elhelyezkedd neurogliaform sejtek kozott (n = 15
stellate és n = 24 piramis sejt, a vele egyidejilleg elvezetett
neurogliaform sejttel). Mivel az elvezetett sejtparok kozott nem

crer

egér metszeteken egyarant. A II. rétegi piramis-sejtek apikalis
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dendritei ahelyett, hogy egyenesen az 1. réteg iranyaba futnanak a
rétegre mer6legesen, mint ez a I1-II1. rétegi piramis-sejtek esetében
megfigyelhet6 a neocortexben (M.L. Feldman, 1984) és a III. rétegi
piramis-sejtek esetében a MEC-ben (Canto & Witter, 2012; Craig &
Mcbain, 2015), MEC-i II. rétegi calbindin+ piramis sejtek
»prominens” apikalis dendritei oldaliranyba htizédnak. A II. rétegi
stellate-sejtek ezzel szemben mind lateralisan, mind medialisan futd
dendritekkel rendelkeznek, és tobbnyire nincsenek apikalis dendriteik,
amelyek egyenesen az |. réteghe futnanak. A II. réteg principalis
sejtjeinek ezen jellemz6i eltérd haldzati szabalyokat hataroznak meg,
mint a korabbiakban mas kérgi teriileteken leirt hal6zati motivumok.
Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy a neurogliaform sejtek az I.
rétegben valoban a kevesebb II. rétegi piramis-sejt dendritet
tartalmaz6 teriileten helyezkednek-e el. Ehhez olyan tangencialis
metszeteket készitettiink, ahol az entorhinalis kéreg I. rétege jol
kirajzoloédik és ezeket neurogliaform és II. réteg specifikus
markerekkel festettiik. A szigetcsoportosulasok, amelyeket a I1. rétegi
piramis sejtek okoznak az I. rétegben is felismerhetk; azonban a
szigetek hexagonalis elrendezése helyett amorf WFS1+ teriileteket
talaltunk, amelyek a III-V. rétegi piramis-sejtek apikalis dendriteivel
keveredtek. Megszamoltuk a neurogliaform sejtek siirliségét a
szigeteken beliil és a szigetek kozotti teriileteken. Az a-actinin+
neurogliaform sejtek szemikvantitativ mérése patkanyban (Price etal.,
2005; Ratzliff & Soltesz, 2001) azt mutatta, hogy a neurogliaform

sejtek viszonylag homogénen oszlanak el.
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45. A MEC-ben a SOM+ interneuronok erés

rétegspecificitist mutatnak, mig a PV+ interneuronok egyformén

beidegzik az Gsszes principalis sejtet

ChR2 expressziot indukaltunk SOM+ vagy PV+
interneuronokban a MEC-ben. Vizsgéaltuk a SOM+ interneuronok
hatasat a MEC kiilonb6z6 rétegeiben. Ehhez a SOM-ChR2 egerekben
a MEC kiilonb6z6 rétegeinek principélis sejtjeib6l vezettiink el és
vizsgaltuk fény altal kivaltott posztszinaptikus valaszokat. Strti
SOM+ axonfelhé és SOM-Cre-ChR2 axonok (de nem PV+ boutonok)
talalhatoak az I. rétegben. A SOM+ interneuronok azonban csak
mérsékelt posztszinaptikus valaszt valtottak ki az I. réteghez kozel
elhelyezked6 I1. rétegi principalis sejteken. Mind a reelin+ stellate
(n=33, N=18), mind a WFSl1/calbindin+ piramis-sejtek (n=9,
N=7) csak mérsékelt posztszinaptikus valaszokat adtak (II. rétegi
stellate-sejtek: 2,2 +0,38 mV; II. rétegi piramis-sejtek: 0,66+ 0,16
mV) SOM+ interneuron fény altali aktivacidja soran. Az elvezetett
sejtek strti  dendrithalozattal rendelkeztek, amelyeket SOM+
axonokbdl szarmazo robusztus ChR2-mCherry expresszié vesz koriil;
igy a mérsékelt posztszinaptikus hatas nem a fejletlen dendritfaknak

koszonheto.

A L. réteggel ellentétben a III. rétegi (n= 15, N =12) és az
V. rétegi (n=8, N=6) piramis-sejtek nagysagrendileg nagyobb
amplitad6jd posztszinaptikus véalaszokkal reagiltak az azonos
id6tartamt és intenzitast fényimpulzusokra (III. rétegi piramis-sejt:
13,58 £2,02 mV, V. rétegi piramis-sejt: 16,6 + 2,09 mV). A stellate-
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sejtekben kialakult fényindukalt posztszinaptikus potencialok (PSP)
amplitaddinak Osszehasonlitasa a II. rétegi piramis-sejtek PSP-ivel,
valamint a III. rétegi és az V. rétegi piramis-sejtek PSP-ivel nem
mutatott kiilonbségeket; azonban minden mas Gsszehasonlitas (I1.
rétegi sejtek vs I11. rétegi vagy V. rétegi sejtek) jelentds kiilonbségeket
mutatott  (p<0,0001, varianciaanalizis Tukey  tSbbszoros
Osszehasonlito tesztjével). Ezért arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy
a SOM+ GABAerg sejtek elsdsorban a mély rétegeket (III-V. réteget)
idegzik be a felszini, II. rétegi principalis sejtekkel szemben.

Ezt kovetden a PV+ GABAerg gatld interneuronok réteg-
és sejt-specificitasanak feltérképezésére torekedtink a MEC-ben. A
PV-ChR2-t expresszald szeleteken rovid (3 ms), teljes latomezés
fényfelvillanast alkalmaztunk (Pfeffer et al., 2013) és rogzitettilk
kiilonb6z6 rétegi principalis sejteken kialakuld posztszinaptikus
hatasokat. A stellate- (n =14, N =5) és a piramis-sejtek (n=4, N=3)
gyors, monoszinaptikus (2,17+0,56 és 1,9+0,6 ms késleltetési
iddvel) potencialvaltozasokkal reagaltak. A III. rétegi (n=11, N=28)
és az V. rétegi (n=8, N=3) piramis-sejtekben is ugyanekkora
mértékli posztszinaptikus valtozasokat talaltunk. Ezek a gatld
posztszinaptikus valtozasok hasonléak voltak a II. rétegi principalis
sejteken tapasztaltakkal (II. rétegi piramis: 13+1,08 mV, II. rétegi
stellate: 16,5+ 1,79 mV és III. rétegi: 18,45+1,49 mV, V. rétegi
piramis:  19,25+1,75; p=0,23, egyiranyG varianciaanalizis
(ANOVA), majd Tukey tobbszords dsszehasonlitasi tesztje). Ezért
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a korabbi immunhisztokémiai

eldrejelzésekkel ellentétben (Boccara et al., 2010) a mélyrétegi (11—
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V. rétegi) piramis-sejtek erételjes PV+ beidegzésben részesiilnek; igy
a PV+ GABAerg sejtek Osszességében er6s GABAerg gatlast adnak

az Osszes principalis sejttipusra a MEC [1-V. rétegében.

A MEC felszini és mély rétegeiben talalhatd principalis
sejtjeinek  SOM+ beidegzése altalanosabb kérgi/hippokampalis
halozati motivumot tiikrozhet. Ennek érdekében megvizsgaltuk a
SOM+ interneuronok altal adott monoszinaptikus gatlo hatasokat a
szomatoszenzoros kéregben és a CAl régioban. Ehhez ChR2
expressziot indukaltunk SOM+ sejtekben a szomatoszenzoros
kéregben és a dorzalis hippokampusz CAl-ben ugyanazon a SOM-
Cre egérvonalon (SOM-Cre) és ugyanazzal az AAV-ChR2
virusvektorral. Kiilonb6zé rétegi piramis-sejtekbdl vezettiink el a
szomatoszenzoros kéregb6l és a dorzalis hippokampusz CAl
régidjabol és vizsgaltuk a rovid, teljes latomez6t érintd
fényimpulzusok hatasat az elvezetett sejteken. Megallapitottuk, hogy
az elvezetett régidkban a SOM+ beidegzés azonos mértéki a felszini
vagy mélyebben elhelyezkedd piramis-sejteken. fgy a MEC
mélyrétegi piramis-sejtjeinek a SOM+ GABAerg sejtek altali erdteljes
beidegzése arra utalhat, hogy ezen motivumnak specifikus szerepe

lehet ezen az agyteriileten.

4.6. A SOM+ interneuronok hosszabb ideig gatoljak a
piramis-sejteket, mint a PV+ interneuronok

Ezt kdvetden megvizsgaltuk, hogy a PV+ és SOM+ lokalis
gatld interneuronok eltér6 hatdssal vannak-e a piramis-sejtek

tiizelésére a MEC-ben. Eldszor fejbefogott éber transzgenikus egerek
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(PV-Cre-ChR2 ¢és SOM-Cre-ChR2) MEC-ben rogzitettiik tobb
idegsejt egyiittes aktivitasat. Amikor 10 ms-os fényimpulzusokat
alkalmaztunk a Cre-dependensen ChR2-t expresszaldé MEC-ben, a
feltételezett PV+ vagy SOM+ interneuronok tiizelési frekvenciaja
megnovekedett (PV-ChR2: 8,2 = 1 Hz-r61 50 = 6 Hz-re, n =122, N =
6; SOM-ChR2: 3,5 + 1 Hz-r61 27,3 + 7 Hz-re, n =36, N =4), és a
feltételezett 11I-V. rétegi piramis-sejtek gatlas ala keriiltek. A gatlas
id6tartama a PV-Cre-ChR2 allatokban rovidebb volt, mint a SOM-
Cre-ChR2 allatokban (50%-os helyreallas gatlast kovetéen: PV-Cre-
ChR2:37+1ms,N=6,n=136; SOM-Cre-ChR2: 89 + 7 ms, N =4,
n = 51, p < 0,0001, Wilcoxon rangosszeg teszt). A PV-Cre-ChR2
allatokban a gatlas idGtartama hasonl6 volt ahhoz, amit korabbi in vivo
MEC vizsgalatokban talaltak (Buetfering et al., 2014). Azonban a
SOM-Cre-ChR2 allatokban megfigyelt elhuzodo gatlas egy atipikus

gatlo-mechanizmusra utalt.

4.7. A SOM, mint neuromodulétor befolyésolja a III-V.

rétegi piramis-sejtek tiizelési valoszinliségét

Kimutattdk korabban, hogy a SOM, mint neuromodulator
hiperpolarizaciot valt ki a CA1 piramis-sejtekben (Baraban & Tallent,
2004) és feltételezték, hogy ez a SOM+ szinaptikus boutonokbol
szabadul fel (Katona et al., 2014).

Korabban mar beszamoltak a SOM+ sejtek altal Iétrehozott
elhuzodd gatlasrol, példaul a prefrontalis kéregben (Kvitsiani et al.,
2013), de a mogotte alld mechanizmusokat nem tartak fel. Annak

érdekében, hogy megértsiik, hogy mi okozza a elhiz6d6 SOM+ hatast,
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elészor meghataroztuk, hogy a PV+ és SOM+ interneuronok altal
kivaltott posztszinaptikus aramok kinetikdja hasonlo-e. A PSP-k
dendritikus sziirése lassabb kinetikat okozhat (Hoffman et al., 1997).
Kisérleteinkben azonban a felfutasi idék (SOM: 5,96 + 1,22 ms (n =
11,N=2),PV:5,77£ 0,99 ms (n= 11, N=3), p=0,91) és a lefutasi
idék (SOM: 179 + 34,5 ms, PV: 199,8 £ 21,6 ms, p = 0,17, Mann-
Whitney teszt) a két csoport kozott nem kiilonboztek. Ez a
megallapitds megegyezik a korabban leirtakkal (Szabadics et al.,
2007). Tovabba a GABAA receptor blokkold6 GABAZINE
alkalmazasa teljesen megsziintette mind a PV+, mind a SOM+

interneuronok posztszinaptikus hatasat.

Ezt kovetéen Osszehasonlitottuk a fény altal kivaltott gatlas
id6tartamat MEC I11-V. rétegi piramis-sejtjeiben in vitro kisérletek
soran. A rogzitett sejt membranpotencialjat azon a szinten tartottuk,
ahol alacsony frekvencidji tiizelés tortént, és fényimpulzusokkal
gerjesztettik a SOM-ChR2+ vagy PV-ChR2+ sejteket/axonokat. A
principalis sejtek tiizelése sokkal korabban helyredllt a PV+
interneuronok gerjesztése utan, mint a SOM-ChR2 allatokban (PV
220+ 17ms, n=16, N=2; SOM 340 £ 32 ms,n=10, N=3;p =
0,0023). Ezek az in \vitro elektrofiziologiai eredmények
Osszehasonlithatéak voltak az in vivo megallapitdsainkkal, ami arra
utal, hogy a SOM+ sejtek elhuzodo gatlast hoznak 1étre a I11-V. rétegi
piramis-sejteken. Mindezeket figyelembe véve, megallapithatjuk,
hogy sem a GABAB, sem a dendritikus szlirés nem vesz részt ebben

a mechanizmusban. Tovéabba azt talaltuk, hogy a SOM
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neuromodulator felelds lehet ezért az elhtizodo gatlasért, de ezek az

eredmények a jelen disszertacioban nem keriilnek bemutatasra.

5. Megbeszélés és kovetkeztetések

Uj technikak és médszertanok alkalmazasaval két egyedi
motivumot azonositottunk az entorhinalis kéregben. Az entorhindlis
kéreg II. rétegi piramis-sejtjeinek szelektiv genetikai markereit és a
szelet elektrofiziologiaval kombinalt optogenetikat alkalmazva,
eredményeink azt mutatjak, hogy az I. rétegi neurogliaform GABAerg
sejtek serkent6 monoszinaptikus bemeneteket kapnak a II. rétegi
calbindin-pozitiv piramis-sejtekt6l, és feedback gatlast fejtenek ki,

ami egy specifikus entorhinalis kérgi motivumnak bizonyult.

Tovéabba, eredményeink feltartak, hogy a lokalis SOM+
interneuronok altal kivaltott GABAerg gatlas er0s rétegpreferenciat
mutat a MEC-ben, ugyanakkor a memoria kialakulasaban fontos
szerepet jatszo III-V. rétegi piramis-sejtek aktivitasat erGsen
befolyasolja a SOM+ gatlas. A II. rétegi principalis sejtek azonban
csak mérsékelt szintli gatlast kapnak a lokalis SOM+ GABAerg
sejtektdl. Az I. rétegi neurogliaform sejtek is erds gatlast kapnak

ezekbol a SOM-t expresszald neuronokbol.

Osszefoglalva, eredményeink roviden a kdvetkezok:

1. A neurogliaform sejtek erds, monoszinaptikus
bemeneteket kapnak a II. rétegi piramis-sejtektol.
2. Az NGF sejtek aktivitasat nagyrészt meghatarozzak

a gatlo és serkent6 neuronokbol szarmazo bemenetek.
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3. Az NGF sejtek er6s feedback gatlast biztositanak a
lokalis entorhinalis kérgi haldzatban.

4, Az EC-ben sajatos modon a szomatosztatin-pozitiv
sejtek altal biztositott dendritikus gatlas gyengébb a II. rétegi
principalis sejteken, mint a mélyebb rétegi principalis sejteken.

5. A SOM-+ neuronok altal biztositott gatlas jelentésen
elhuzodobb a PV+ interneuronok altal adott gatlashoz képest.

Osszegzésként elmondhatjuk, hogy munkank ravilagitott
két specifikus entorhinalis kérgi motivumra, és hangsulyozza, hogy a
tanulas, a memoriaformalas és a térbeli navigacio komplex
folyamatainak megértéséhez meg kell érteniink a lokalis

neuronhaldzatokat.
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épitd jellegli kritikaikért, segitségiikért és tamogatasukért.

Szeretnék koszonetet mondani az Elettani Intézet és a
Szentagothai Janos Kutatok6zpont minden egyes munkatarsanak, akik

tamogato és inspirdld kornyezetet biztositottak szamomra.

Végiil, de nem utolsé sorban szeretnék kiszonetet mondani
baratnémnek, csaladomnak, sziileimnek, nagysziileimnek,
testvéremnek és barataimnak, akik folyamatosan hittek bennem.
Szeretetiik és tamogatasuk nélkiil nem tudtam volna befejezni ezt a

munkat.

Disszertaciomat szeretett édesapam ¢és nagymamam

emlékének ajanlom!
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