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Roviditések jegyzéke?!

AchE: acetilkolin-észteraz

AF, AFCS: axon folt, axonfolt csoport

AT: alak tényez0

BDA: biotinilalt dextran amin

BOLD: vér oxigénszint fiiggd jel (blood-oxygen-level dependent)
CD: konvergenciafok

CDn: cstcsok konvergenciafoka

CF: BDA-jelolt sejtes elemeket nem tartalmazé tertiletek
CMF: kérgi nagyitési faktor

CNM: Clauset-Newman-Moore klaszterezés
CO: citokrom oxidaz

CW: Community Walktrap klaszterezés
D1-5: 1-5 ujjak

DC: sokszinti klub

df: szabadsagfok

ecRF: extraklassziks receptiv mez6

EM: elektronmikroszkop

EB: élkoztiség

F: vetitd rostokat tartalmazo6 teriiletek

FB: visszacsatolas (feedback)

FF: felszall6 palyak (feedforward)

FM: fénymikroszkop

fMRI: funkcionalis magneses magrezonancia
I0S: intrinzik optikai jel

K/D: konvergencia/divergencia

L4, L5: 4., 5. réteg

MCL: Markov klaszterezés

NB: csticskoztiség

NBT-BCIP: nitrokék-tetrazolium-klorid (NBT) és 5-bromid-4-klorid-3-indolil-foszfat,

4-toluidin s6 (BCIP)

Ou: atfedés index

OD: optikai denzitas

P: axonfoltok

PCA: fékomponens elemzés

PFC: prefrontalis kéreg/kérgi

PRF: populacids receptiv mezd

RC: gazdagok klubja

RF: receptiv mezd

PRP: pszichologiai refraktor periddus
PSD: posztszinaptikus membran specializacid

! A roviditéseket, ahol lehet, az angol nevezéktan alapjan hasznalom. Ha masként nem

jeleztem, a roviditéseket a kifejezések ragozott alakjaira is alkalmaztam.
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PV: parvalbumin

R: receptor

RC: rich-club

SI: postcentralis szomatoszenzoros kérgi a régio (3a, 3b, 1 és 2 areak)
TNAP: nem-szovetspecifikus alkalikus foszfataz

TNAP-KO: TNAP génre null-mutans egerek

VI1Sd: dorzalis vizualis

VISv: ventralis vizualis

WT: vad, kontroll egér
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BEVEZETES

A. Agykérgi halézatok

A kozponti idegrendszer, benne a dolgozat targyat képezé agykéreg egymassal
interakcidban allo idegsejkbdl épiil fel, igy haldzatként torténd vizsgalata onként adja
magat. A Vizsgalat célja szerint az agykéreg kiilonb6z6 halozatok formajaban irhato le:
vannak struktiran vagy funkcion alapulok valamint megjelenitheti egyedi idegsejtek, ill.
nagyobb egységek, pl. agykérgi aredk halézatat (Sporns, 2007). Tanulmédnyomban az
agykéreg strukturalis halozatanak elméleten és kisérleten alapul6 kutatasaval kapcsolatos
eredményeimet foglalom Ossze. Vizsgalataim az agykérgi halozat szerkezetét
meghatarozo, az idegsejtek durvan 80%-at kitevé piramissejtek tavoli axonalis
Osszekottetéseire (arean beliili €s asszociacios) Osszpontosultak.

Strukturalisnak azokat az agykérgi halozatokat nevezziik, melyeket az
idegsejteket vagy régidkat O0sszekotd axonok ill. ezek kotegeibdl kialakult palyak
elrendez6dése hataroz meg (Sporns, 2007). Ezzel szemben az agykéreg miikodését
reprezentald haldézatokat mikodd egységeinek (idegsejtek, neuron populaciok, régiok)
koherens aktivitasa vagy a kozottik megallapitott kauzalis interakciok alapjan
definialhatjuk (Sporns, 2007). Az agy strukturalis halézata az a vaz, amelyen a
funkcionalis alhaldézatok dinamikusan valtozé mintazata formalodik (Bressler, 2008).
Lényeges ¢€s jorészt megvalaszolatlan kérdés a héldzati struktira €s dinamika kozotti
Osszefliggés (Avena-Koenigsberger és mtsi., 2017). A probléma Osszetettségét jol
érzékelteti, hogy egy komplex hélozatban, mint az agykérgi, a funkcionalis kapcsoltsag
nem kivanja meg a fizikai dsszekottetés meglétét (pl. V1 effektiv? kapcsolata magasabb
rendi kérgi struktarakkal: Banyai és mtsi., 2011). Az agy teljes strukturalis halozatat
nevezziik konnektomnak (Sporns, 2010). Strukturalis halozatok feltérképezésének két
legelterjedtebb modszere a palyajeldlés és a diffuizios tenzor-képalkotads (Sporns, 2007,
2010). Az emberi agy vizsgalatara non invaziv jellege miatt csak az utobbi alkalmas.
Azonban az axonalis Osszekottetések az idegsejtek polarizaltsiga és a Szinapszisok
egyirany jelatvitele miatt irdnyitottak és sulyozottak, azaz valtoz6é szamu, ill.
vezetOképességli axonbol allnak. Ezért a palyajeloléses modszert nélkiilozhetetlenné teszi
nagy felbontoképessége, amivel egyedi axon nytlvanyok is tanulmanyozhatdk, valamint

az, hogy alkalmas a jelterjedés iranyanak meghatarozasara (Lanciego és Wouterlood,

2 Effektivnek a dinamikus kauzalis modellel (DCM) maghatérozott ok-okozati funkcionalis kapcsolatot
nevezzik (Marreiros és mtsi., 2010).

10
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2020; Saleeba és mtsi., 2019). A palyajeldléses modszerekkel feltérképezett halozatokat
nevezzilk anatémiainak (Sporns, 2007, 2010). A palyajeldléshez sziikséges specialis
jeloléanyagok agyszovetbe injektalasa, emiatt csak kisérleti allatokon alkalmazhat6. Az
agykéreg beavatkozast igénylo kisérletes tanulmanyozasaban ezért fontos modell allatnak
szamitanak az emberi agyhoz komplexitasban legkozelebb 4all6 féemldsok.
Féemldsokben, ahol tehat lehetdség van az aredk kozotti axondlis Osszekottetések
palyajeloléses vizsgalatara, az agykérgi halozatrél legtobb informacioval (az aredk
szamat, az Osszekottetések iranyat és stulyat tekintve) rézusz majombodl rendelkeziink.

Az agykérgi halozatok a konnektivitds jellegén kiviil csoportosithatok a
kolcsonhatasban allo egységek, strukturalis alkotok szerint is. Az anatomiai halozat
legelemibb szintjén idegsejtekbdl all, mig a nagyléptékii halozatot az agykéreg nagyobb
teriileteit lefedd agykérgi aredk egymassal létesitett kapcsolatai reprezentaljak (Sporns,
2007, 2010). A rendelkezésre all6 modszerek segitségével az idegsejtek szintjén a lokalis
un. mikrohéalozatokrol viszonylag alapos ismereteket szerezhettiink, ami lehetové tette a
kanonikus kérgi halozati modell megalkotasat (Douglas és Martin, 2004; Miller, 2016).
Legteljesebb formajaban viszont csak az agykéreg legnagyobb strukturalis egységei, az
areak szintjén ismerjiik a haldzat szerkezetét (Sporns és mtsi., 2004). Az els6 teljesnek
mondhaté agykérgi halozatok nagyléptékii anatomiai halézatok voltak®, létrehozasukat a
felhalmozddott palyajeldléses munkdk eredményei tették lehetdvé (Felleman és Van
Essen, 1991; Young, 1992). Ezek a tanulmadnyok tekinthetdk a kérgi halozatkutatas
alapjainak, ami az évezredforduldra erdteljes lendiiletet vett (a teljesség igénye nélkiil:
Jouve és mtsi., 1998; Young, 2000), majd ajabb 16kést kapott (pl. Sporns és Zwi, 2004)
az informatikai modszerek fejlodésének kdszonhetden ugyancsak felvirdgzo természetes
¢s mesterséges halozatok tudoménydnak eredményei altal (Watts és Strogatz, 1998;
Barabasi és Albert, 1999). E munkak legfontosabb célja a kérgi informaciofeldolgozas,
ill. az agykéreg mitkodésének megértése volt (az ezzel kapcsolatos eredményeket 1d.
Eredmények A.Il. fejezetben), de emellett fény deriilt specidlis kérgi struktirdk addig
nem ismert tulajdonsagaira, bizonyitva a haldzatkutatas fontossdgat a felfedezd
kutatasokban is (pl. FST felosztasa: Hilgetag és mitsi., 2000b) (ezzel kapcsolatos
eredményeket 1d. Eredmények A.l. fejezetben).

3 Kisebb figyelem 6vezte, de a rézusz majom nagyléptéki anatémiai halézatadnak kutatasaval szinte egy
id6ben jelentek meg az els6 nagyléptéki funkcionalis haldzatelemzések macskakon végzett sztrichnin
diszinhibicidval kivaltott aktivitas-térképek adatai alapjan (Kotter és Sommer, 2000).
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Az agykérgi szervezddés koztes, mezo szintjén a haldzat idegsejt populdciok
alkotta modulok Osszekottetéseibdl épiil fel. Az agykéregben a modulok strukturalis
¢s/vagy funkcionalis egységként azonosithatok, aminek legismertebb példai a kérgi
oszlopok (Szentagothai, 1975; Mountcastle, 1997). A halézatban errél a szervezédési
szintrél tudunk a legkevesebbet és annak ellenére, hogy nagy vitdk dvezik e populécios
egységek azonositasat és azonosithatosagat, a rendelkezésre 4ll6 funkciondlis és
morfologiai adatok alapjan meglétiik széles korben elfogadott (Mountcastle, 1997; Kaas,
2012, Roe, 2019). Ugyancsak erdteljes bizonyiték a modularis szerkezet mellett az
agykéregre jellemzd topografikus kapcsolateloszlas, szemben a diffuz, nehezen
lokalizalhat6 Osszekottetésekkel (Markov és mitsi., 2014b). Idegsejtek funkcid szerinti
csoportosuldsanak legismertebb példait az érzd kérgi teriileteken taldljuk, de moduléris
aktivitas jellemz6 a magasabb szint(i asszociacios teriileteken is (pl. Wang és mtsi., 1996).
Az Osszekottetések modularis szerkezetét az un. axonvégzddési foltok (Lund és mitsi.,
1993; hasonléan a macskafélékben: Buzas és mtsi., 2006) valamint a projekcids neuronok
klaszteres eloszlasa jellemzi (Markov ¢és mitsi., 2014b). A kérgi oszlopok
Osszekottetéseirdl leginkabb az elsddleges, ill. masodlagos latokéreg Kutatasi
eredményeibdl tudunk képet alkotni (Roe, 2019; magasabb szinten 1d. még Roe és mtsi.,
2012; Vanni és mtsi., 2020). Ez a szintli struktira-funkcio megfeleltetés mas kérgi
teriileteken alig vagy egyaltalan nem ismert. A koztes szintli halozat feltérképezésének
fontossagat jelzi a The BRAIN Initiative ez irdnyu hatarozott célkitlizése (BRAIN 2025
Report). A koztes szintli halozat feltérképezésének aktualitasat és sziikségességét ezen tuil
tobb szerzd is kiemeli (Bassett és Sporns, 2017; Betzel és Bassett, 2017; Roe, 2019). Azon
tul, hogy mit tekintiink modulnak egy adott kérgi teriileten, a koztes szintli haldzat
szerkezetének megismerését bonyolitja, hogy a neuralis halozatok Osszekottetései nem
pontszerliek, hanem valamilyen foku konvergencia és divergencia jellemzi Oket
(Angelucci és Bressloff, 2006; Buzas és mtsi., 2006). Ennek mértéke meghatarozé a
halozat funkciodjat illetéen €s feltdrdsa az agykéreg egészét tekintve javarészt meég
eléttiink 4ll6 feladat. (A téméval kapcsolatos eredményeket 1d. Eredmények B
fejezetben.)

Az anatémiai halozatot tehat természetes formdjaban, az idegsejteket ¢s
populécioit reprezentald csucsok valamint a cstcsok viszonyat jellemzd axonokat, ill.
kotegeik alkotta palyakat reprezentalod élek egyiittesével hatarozzuk meg. A csticsok
viszonyanak meghatarozasaban ugyanakkor fontos egy harmadik cellularis kompartment,

a szinapszisok szerepe. A szinapszisok meghatarozzak az interakciok jellegét, igy pl.
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serkentd vagy gatlo tulajdonsagait, erdsségét valamint a rovid, €s hosszua idejii dinamikai
jellemzdit (Somogyi és mtsi., 1997; Zador és Dobrunz, 1997; Feldman, 2009). A
szinapszisok strukturalis és funkcionalis soksziniisége és valtozékonysaga alapvetd
szerepet jatszik az agykéreg komplex dinamikai tulajdonsagainak kialakitasdban
(Froemke, 2015; Duarte és mtsi., 2017; Meunier és mtsi., 2017; Wang, 2020). Ahhoz,
hogy az agykérgi halozat miikddésében jatszott szerepiiket jobban megértsiik fontos
kideriteni vannak-e a szinapszisok miikodését meghatarozo altalanos szabalyszertiségek,
ami lehetéséget ad rendszerezésiikre (Somogyi és mtsi., 1997; Markram és mtsi., 1998;
Tsodyks és mtsi., 1998; Song és mtsi., 2005; Cossel és mtsi., 2015; Wang, 2020). A
szinapszisok mukodése és szerkezete szorosan Osszefligg (Id. alabb Bevezetés D.II.
fejezet), igy morfoldgidjuk alapjan is elkiilonithetdveé valnak kiillonbozo funkcidja palyak.
Ennek jo példait talaljuk pl. a kisagyban (moha, kuszo6 és parallel rostok szinapszisai),
hippokampuszban (szemcse- és piramissejtek axonvégzddései) vagy a talamuszban
(szenzoros afferensek az elsérendi magokban, ill. a kortikotalamikus végzédések) (Arbib
és mtsi., 1997; Shepherd, 2004).

Az agykéregben az asszociaciods, kallozalis és kéreg alatti palydkat meghatarozott
Shepherd, 2015; Rockland, 2019). Neurokémiai és genetikai kutatasi eredmények tovabbi
idegsejt altipusokat azonositottak, és jelen értekezés szempontjabol kiilondsen érdekes,
hogy a piramissejtek Osszekottetéseik alapjan is tipizalhatok (Molnar és Cheung, 2006;
Molyneaux és mtsi., 2007; Hevner, 2007; Lodato és Arlotta, 2015; Zeng és Sanes, 2017,
Radnikow és Feldmeyer, 2018; Xu, 2020). A piramissejtek sokfélesége felveti a
kiilonb6zd projekeios palyak azonosithatosaganak kérdését a szinapszisok morfologiaja
alapjan. (A témaban elért eredmények az Eredmények C és D fejezetekben keriilnek

bemutatasra.)

A tovabbiakban sorra veszem a nagyléptékli halozatszerkezettel, a populacid szintll
szervezddés halozati motivumaival és a szinaptikus szervezddéssel kapcsolatos,

dolgozatom szempontjabol relevans alapveto ismerteket és kérdéseket.

« 7.

haldzatszerkezeti alapjai az agykéregben

Munkdm soran stlyozatlan, binaris (az Osszekottetések megléte, ill. hidnya),
iranyitott halozatokkal foglalkoztam, igy e rovid attekintés is erre szoritkozik. Az
agykéreg nagyléptékii anatomiai halozatat a csucsok gyors elérhetosége (az élek szamaval
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meghatarozott Uthosszban mérve) és az inhomogén élstirliségbdl adodd klaszteres
szerkezet jellemzi, amit kisvilag architekturanak neveziink (Watts és Strogatz, 1998;
Sporns és mtsi., 2004; Bullmore és Sporns, 2012; Sporns, 2013). Emellett, bar
egyenletesen lecsengd a fokszam (csucsok ki- és bemeneteinek szama) eloszlasa, az
agykéreg a skalamentes halozatok jellegzetességét is mutatja, amennyiben vannak nagy
fokszamt csomopontjai un. ,,hub”-ok, ami a halozatot sériilékennyé¢ teszi (Barabasi és
Albert, 1999; Sporns és mtsi., 2004, 2007; Kaiser és mtsi., 2007; Markov és mtsi., 2014a).
Bar az agykérgi halézatokban mindkét halozat-topologia elemei kimutathatok, az
egymasra épiil6 neuronhaldzati szervezddési szintek hierarchikusan modularis szerkezete
jobban jellemezhetd az un. nagyvilag hal6zat meghatarozassal, amit az (ijabb kutatasok
altal feltart és az egyszerisitd kisvilag vagy skalamentes architekturaktol eltérd
kapcsolatsily és élsiriiség eloszlasok is alatimasztanak (Hilgetag és Goulas, 2016, 2020).

Rézusz majomban a magas szintli anatdmiai haldzatban az areak szama elérheti a
szazat, az Osszekottetések szama az Osszes lehetséges kétharmadat is kiteheti, a
fokszdmok pedig 1-2 tucatra rignak azzal, hogy az eloszlas szélein az aredk kozott
tobbszorés a kiilonbség (Markov és mtsi., 2013a; Markov és mtsi., 2014a). Komplex
halézatokban a kdolcsonhatdsokat mar nem lehet intuitiv mdédon kovetni. A haldzat
szerkezetének ¢és ezzel szorosan Osszefliiggd miikodésének megértését kiillonbozo
mérészamok, indexek segitik (Newman, 2003; Rubinov és Sporns, 2010; Kaiser, 2011,
Sporns, 2018). Az indexek vonatkozhatnak élekre vagy csucsokra, ill. megjelenithetnek
kozvetlen szomszédsagi viszonyokat vagy pedig globalis haldzati tulajdonsdgokat. A
lokalis mérészam legismertebb példaja a csucsok fokszdma, a vele direkt
Osszekottetésben allo un. szomszédos csucsok szama. Globalis mérdszamoknak azokat
hatdrozzadk meg. Elterjedt példdja a koztiség index, ami azt méri, hogy egy csticson
(csticskoztiség, NB) vagy élen (€lkoztiség, EB) hanyszor haladunk at, ha minden
lehetséges csticsparost a legrovidebb utakkal kotiink 6ssze. A legrovidebb ut fontos
megkotés, hiszen kiilonbozé hosszsagi utak azonositdsa komputicidsan nehéz
kombinatorikus feladat a komplex halézatokban. Funkcionalis szempontbol pedig, mint
pl. az ingeriilet terjedése, a legrovidebb utak jelentik a leggyorsabb, igaz nem feltétleniil
a leghatékonyabb és legvaldszintlibb palyakat (Avena-Koenigsberger és mtsi., 2017). A
haldézati mérészamok sokasdga ellenére nem rendelkeziink a globalis agykérgi jelfolyam

megértését segitd hatékony mutatoval.
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A latokéreg nagyléptékii anatomiai hdlozatdnak elemzése mar a kutatdsok korai
fazisaban ramutatott a struktura-funkcié szoros kapcsolatara (Young, 1992; Jouve és
mtsi., 1998; Young, 2000). Lényeges felismerés volt, hogy az areak dontéen (~80%) a
kozvetlen és az eggyel tavolabbi térbeli szomszédjukkal létesitnek neuralis kapcsolatot
(Young, 1992). Megerdsitve a latokéregre vonatkozd megfigyeléseket késobbi, teljes
agykéregre vonatkozo6 elemzések kimutattak, hogy a siirti lokalis kapcsolathélozat egyik
kovetkezménye a térben kozeli aredk szoros funkcionalis kapcsolata, ami erdteljes
klaszteresedést eredményez, egyuttal robusztussa teszi a halozatot a sériilésekkel
szemben (Young, 1992; Kaiser és mtsi., 2007). Ugyanakkor a haldézat gyors
atjarhatosagat a kisebb aranyban jelenlevd tavoli asszociacios kapcsolatok, un. atkotések
biztositjak (Sporns és Zwi, 2004, Hilgetag és Goulas, 2020). Felmeriilt azonban, hogy a
tavoli Osszekottetések kis anatdmiai sulya altal inkabb a specificitas (ellentétben pl. a
random haldzatokkal) és a dinamikai diverzitas kialakitasaban tiinnek fontos tényezonek
(Markov és mtsi., 2013a; Betzel és Bassett, 2018). Ujabb kutatisok kimutattak, hogy a
magas szintli asszociaciok kérgi aredk altal 1étesitett tavoli Osszekdttetések kozott tobb
kivételesen nagy anatomiai sullyal rendelkezik €és meghatarozd szerepet jatszik az
agykéreg dinamikai jellemzdinek formalasdban (Deco és mtsi. 2021). Visszatérve a
legrovidebb utak jelentdségére érdemes megemliteni, hogy az agyban a rovid €s hosszu
idegi Osszekottetések (elobbi javara nézve) aranytalan eloszlasanak fontos funkcionalis
oka a hatékony jelfeldolgozast (az informacid gyors, minél kevesebb atkapcsolassal
torténd terjedése) megvaldsitd optimdlis axonhossz (ellentétben az axonhossz
minimalizalas torvényével) kialakuldsa a halozat, nem pedig egyedi palydk szintjén
(Kaiser és Hilgetag, 2006). Ujabb kutatasi eredmények szerint funkcionalis halézatban az
egyes aredk kozelségi indexszel (closeness, kiszdmitdsa szintén a legrovidebb utak
segitségével torténik) meghatarozhatd elérhetdsége is befolyasolja az aktiv agykérgi
lokuszok kozotti anatomiai Osszekottetések uthosszat, ami igy egy kis, de nem
elhanyagolhat6 aranyban (~10%) meghaladja a legrovidebb uthosszat (Csoma és mtsi.,
2017). Az agykérgi halozatkutatds fontos hozomanya, hogy a rendelkezésre allo
adatmennyiség és mindség valamint az altalanos haldzatszervezddési elvek megismerése
lehetéséget adnak az agymiik6dés normalis ¢és klinikailag fontos kérdéseinek
megvalaszolasara (Bassett és Bullmore, 2009; Liu és mtsi., 2017; Arnatkevicitté és mtsi.,
2019).
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|. Szenzoros helyettesitésért felel@s multimodalis kérgi haldzat

Az agykéregben a multimodalis integracidért felelOs teriiletek foként, mint magas
szinti asszociacios kérgi areak ismertek a parietalis és temporalis lebenyben (Sepulcre,
2014; Yau ¢€s mtsi., 2015). Mara azonban elfogadotta valt, hogy multimodalis interakciok
mar az elsddleges szenzoros kérgi areak szintjén is megjelennek (Ghazanfar és Schroeder,
2006). Ugyancsak ismert, hogy korai szenzoros deprivaciot kovetén az érintett primer
szenzoros kérgi area részt vesz az épen maradt heteromoddlis szenzoros informacid
feldolgozasaban az un. helyettesitéses plaszticitasnak koszonhetden (Toldi €s mtsi., 1996;
Bavelier és Neville, 2002; Toldi, 2008). A szenzoros helyettesitést elsédlegesen a kéreg
alatti palyak fejlodés soran, a deprivacio hatasara lezajlé atrendez6désének
tulajdonitottak (pl. Négyessy és mtsi.,, 2000). Késobbi kutatasok eredményei ezzel
szemben a kifejlett agykérgi halozat plaszticitasanak lényeges szerepét bizonyitottak
(Hamilton és Pascual-Leone, 1998; Sadato és mtsi., 1998, 2002; Bavelier és Neville,
2002). E szerint a deprivacio hatdsara addig miikddésiiket tekintve latens neuralis palyak
valtak funkcionalissa (Theoret és mitsi., 2004). Ezzel 6sszhangban latasukat korai
¢letkorban elveszitett emberekben a primer szomatoszenzoros ¢s latokéreg kozott
funkcionalis kapcsoltsag mutathato ki, feltehetéen az infraparietalis région athalado
poliszinaptikus palyan keresztiil (Wittenberg és mtsi., 2004). A szenzoros helyettesités
funkcionalis jelentdségét bizonyitotta, hogy korai vakokban a latokéreg miikodésének
atmeneti gatlasa vagy 1ézioja megakadalyozta a Braille olvasast (Cohen és mtsi., 1997,
Hamilton és mtsi., 2000). Az azonban tovabbra is kérdéses volt, hogy mely palyakon at
jut taktilis informacio a vizualis kéregbe és mi lehet a deprivalt latokéreg Gjonnan szerzett
funkcioja. Igy azt sem lehetett tudni, hogy milyen az eredeti bemenetétél megfosztott
elsddleges latokéregbe jutd informacio feldolgozottsagi szintje.

Ezekre a kérdésekre szenzomotoros ¢és latokérgi areakbdl allé bimodalis
anatomiai halozat elemzésével kivantunk valaszt kapni. Kerestiik azt a legrovidebb palyat
a primer szomatoszenzoros ¢és latokéreg kozott, ami a legnagyobb valoszintiséggel felelds
a szenzoros helyettesitésért. A V1 tapintdsban jatszott funkcidjanak alaposabb
megértésé¢hez vizsgaltuk a szorosan egylittmiikodé aredk kompartmentjeit és a két
szenzoros modalitds kozott kapcsolatot 1étesitd, primer szenzoros areakat Osszekotd
palyakat. Korabbi tanulmanyok kimutattdk az occipito-parietalis aredk erdteljes
klaszteresedését, ezért feltételeztiik e régiok elsdleges szerepét a vizuo-taktilis

helyettesitésében (Young, 1992; Jouve és mts., 1998).
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Il. A halozat aktivitasanak koordinacidja és szerepe a kognitiv kontrollban

Az uni- és multimodalis areadkon keresztiil megvalosuld szenzoros integracio az
agykéreg miikodésének fontos, de nem az egyetlen szerepe. A valtozd koriilmények
kozott adott adekvat, célszerli magatartas szabalyozasa az un. kognitiv kontrollhoz
kothetd. A kognitiv kontroll sok funkcié Osszjatékanak eredménye, magaba foglalja a
viselkedés monitorozasat, a helytelen hajlamositdé (predominans) magatartas gatlasat, a
dontéshozatalt, feladat litemezést, tervezést, figyelmi és érzelmi kontrollt, sth. (Gazzaniga
és mtsi., 2009; Banich és Compton, 2011). Lényegi eleme a munkamemoria modellben
azonositott kdzponti végrehajtdo mikodés (Baddeley, 2000). A végrehajtdo miikodésben a
szupramodalis prefrontalis kérgi (PFC) strukturdk kdzponti szerepet jatszanak (Goldman-
Rakic, 1996; Fuster, 1997). A PFC a frontalis lebeny tekintélyes részét kitevo, nagyobb
régiokra és tobb areara oszthato, funkcionalisan is Gsszetett struktira (Négyessy, 2003).
A PFC egyes areai slirlin 6sszekotott halozatot képeznek és a régid a legmagasabb szintli
szenzoros ¢€s motoros kérgi aredkkal all Osszekottetésben (Barbas és Pandya, 1989;
Barbas, 1995; Pandya és Yeterian, 1998; Kotter ¢ mtsi., 2001; Ramnani és Owen, 2004
Kotter és Stephan, 2003; Kotter és mitsi., 2007, Barbas és mtsi.,, 2018). A PFC
kapcsolatrendszerén at szabalyozza, koordindlja az agykérgi informaciddramlast igy
valositva meg a végrehajtd funkcidk neurobiologiai alapjat (Négyessy, 2003; Barbas és
mtsi., 2018).

A halozati topologia alatamasztja a PFC integrativ-koordinativ szerepét a kérgi
informacidaramlasban (Honey és mitsi., 2007). Féemlésok anatomiai halozataban a
prefrontalis kérgi area 46 nagy fokszdmmal rendelkezd, funkciondlis klasztereket
0sszekotd csomopont un. konnektor hub (szemben a szintén nagy fokszamu, de csak sajat
klaszterében kapcsolatokat kialakitd provincialis csomopontokkal) (Sporns és mtsi.,
2007). A konnektor csomopontok a hatékony informacidaramlés kulcsszerepldi, hiszen a
tavoli asszociacios axondlis Osszekottetések, a halozati atkotések rajtuk keresztiil
valésulnak meg (1d. még Griffa és Van den Heuvel, 2018). Kiilonboz6 prefrontalis kérgi
struktarak ugyancsak meghatarozé résztvevéi az un. ,,gazdagok klubjanak™ (rich-club,
RC) (Sporns és mtsi., 2007; Harriger és mtsi., 2012; Markov és mtsi., 2013b). A RC az
agykérgi héalozat magja, amit nagy fokszdmmal rendelkezé csomdpontok, egymassal
kialakitott szoros (a fokszdmok alapjan szamolt valdszinliséget meghaladd szamui
Osszekottetés) kapcsolata képez (Sporns és mtsi., 2007; Harriger és mtsi., 2012; Markov
és mtsi., 2013b; egy friss 0sszefoglald: Griffa és Van den Heuvel, 2018). A RC alapvet6
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szerepet jatszik a kiilonbozd klaszterekben folyd specifikus, de szegregalt
klinikai korképekben is (Sporns, 2013; Collin és mtsi., 2014). Ujabb kutatasok kimutattak
a globalis kérgi integracioban ugyancsak meghatarozo, de a RC-al komplementer
alhalozatot az un. ,,sokszini klubot” (diverse club, DC), amit konnektor cstucsok
valtozatos Osszekottetései alapjan lehet definialni (Bertolero és mtsi., 2017). A ,,sokszin(i
klub” pontosabb szerepének meghatarozasa €s a két strukturalis mag-halozat (RC ¢és DC)
kolcsonhatasanak megértése a jovo feladata.

A kérgi halozat magja funkciondlisan heterogén szerkezet, struktirainak siirt
halézata ellenére kiillonbozé magatartasi feladatokban az egyes areak eltéré mértékii
aktivitassal vesznek részt (Griffa és Van den Heuvel, 2018). A hélézat dinamikajara
altalaban jellemz0, hogy az agykérgi 6sszekottetések csupan a kereteket biztositjak, de az
aktivitasmintazatokat nem determinaljak (Honey és mtsi., 2007; Hiitt és mtsi., 2014;
Avena-Koenigsberger és mtsi., 2017). Megfeleld6 moddszerekkel kimutathatd, hogy a
halézat-topologia nagyfokt funkciondlis rugalmasséagot biztosit az alkotdéelemek halozati
pozicidjat illetden (pl. Hilgetag és mtsi., 2000b; Honey és mtsi., 2007; Mejias és mtsi.,
2016; Hilgetag és Goulas, 2020). A csoportstruktira kimutatdsara pl. az elterjedt
klaszterezési eljarasok fix Osszetételli csoportokat hatdroznak meg, szemben a valos
halézatokban dinamikusan alakulé csoportdsszetétellel. Erre a problémara atfedd
klaszterezési eljarasok alkalmazasa nyujt segitséget (Palla és mtsi., 2005). Tovabba, az
atfedés mértékén tal lehetdség van az egyes csticsok szerepének pontosabb behatarolasara
a csoportstruktura kialakitasdban azok klaszter elkdtelezddésének ¢€s ezzel egyiitt
klasztereket 6sszekotd hidsag értékének valamint adott klaszterre vonatkoz6 centralitas
értékének meghatarozasaval (Nepusz és mtsi., 2008). Kisérletes vizsgalatokbol ismert,
hogy a kognitiv kontroll kiilonbozé PFC-areak, kiilondsen a dorzolateralis PFC és az
eliilsé cingularis kérgi teriiletek egyiittmiikodésén alapul (Constantinidis és Procyk,
2004). A kisérletes eredmények a prefrontélis kéreg hierarchikus szervezddésére utalnak
(Badre és D'Esposito, 2009; Badre és Nee, 2018; magyar nyelven Id. Négyessy, 2003
atdolgozott verzidja), mégis keveset tudunk az egyes PFC-areak funkcionalis
tobbek kozott az atfedd klaszterszerkezet és a hidsag értékek meghatarozasaval kivantuk
meghatarozni. A klaszter elkotelezddés és hidsag érték meghatarozasa segiti az egyes

PFC-areak koordinativ haldzati szerepének pontosabb megértését.
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Az agykérgi halézat elemzésében az iranyitottsdg viszonylag elhanyagolt
tulajdonsag annak ellenére, hogy az agykéreg miikodését felszalld kapcsolatokra és
visszacsatolasokra ¢€piild, hierarchikusan szervez6dd, parhuzamos palyarendszerek
aktivitdsanak tulajdonitjak, melyek magasabb szinteken integralodnak (Felleman és Van
Essen, 1991; Fuster, 2004; Murray, 2014). Ahhoz, hogy az integraciordl, ill. koordinativ
funkcidkrol pontosabb képet kapjunk sziikség volt olyan mérészdmok kidolgozasara,
amivel jellemezhet6 a haldzatban az informacidaramlas. A kérgi integracié meghatarozo
modon fiigg az Osszekottetések konvergencigjatél ¢€és az ezzel komplementer
divergenciatol (Tononi és mtsi., 1998; Sporns és mtsi., 2004; Friston, 2005; Meyer és
Damasio, 2009). Ez konnyen belathato a csticsok szintjén, melyek komplex halézatokban
szdmos be- ¢és kimenettel rendelkeznek. A kérgi hdlozatot jellemzé nagyaranyu
reciprocitds azonban latszolag az integracio, ill. konvergencia/divergencia ellen hato
tényezo a ki- és bemenet atfedése miatt. Megbizhatdé mérdszamok kidolgozasat tovabb
neheziti a nagyléptékli anatomiai haldzat kis mérete: a csucsok centralitas értéke pl.
érzékeny a halozat valtozasara (Kotter és Stephan, 2003). Eltulajdonsagok vizsgalataval
ugyanakkor a csucsok viszonyat jellemzd plusz informacidhoz juthatunk. Az
¢ltulajdonsagok, tipikusan az ¢élkoztiség az agykérgi haldzat jellegzetességeinek érzékeny
mérdszama (Kaiser és Hilgetag, 2004). E megfontolasok alapjan az élkoztiségre alapozva
a globalis konvergencia/divergencia meghatarozasaval kivantuk jellemezni a halozati
szintli iranyitott jelfolyamot valamint az egyes csucsok (kérgi areak) szerepét ennek
koordinacidjaban. Az igy kidolgozott mértékek segitségével kivantuk a PFC-areak

koordinativ szerepének tovabbi jellemzdit feltarni.

C. Koztes szintl haldzati motivumok az agykéregben

A motivumok a halézat meghatarozo épitdelemeit képezd kis, néhany elembdl
allo alhalozatai, amelyekben az 0sszekottetések az adott halozatra jellemzd (azaz nagy
szamban kimutathatd) konfiguraciot mutatnak (Milo és mtsi., 2002). Koztes szinten,
féemldsokben” az iranyitott anatémiai halozat teljes kéregre kiterjedd tanulméanyozasara
sem alkalmas modszerrel, sem elegendd adattal nem rendelkeziink (Roe, 2019). A koztes

szintli halézat megismerésének egyik utjat tehat az agykéreg modularis szerkezetét (Id.

4 A teljesség kedvéért: ragcsalédkban és emberben rendelkeziink a kdztes szint(i hdldzat feltérképezésére
alkalmas modszerekkel, de emberben ennek felbontasa messze elmarad az axon nyulvany méretétél és a
jelterjedés iranyanak azonositasa sem lehetséges (pl. rdgcsdlok: Friedmann és mtsi., 2020; Reimann és
mtsi., 2019; Oh és mtsi., 2014; ember: Irimia és Van Horn, 2016; Taylor és mtsi., 2017).
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kérgi 0szlopok) halozatba szervezd dominans Osszekottetési mintdzatok azonositasa
jelenti. A koztes szintli halézat Iényegesen kiilonbozik a magas, éarea szintl
reprezentaciotol abban, hogy a rétegek kozotti informacidoaramlast leiré kanonikus
mikrohalozaton tul tartalmazza az arean beliili lateralis interakciokat is (Id. Hilgetag és
mtsi., 2019 és hivatkozasai).

Kisérleteinket a féemlGsokben a latokéreggel Gsszehasonlitva kevésbé ismert
szomatoszenzoros kéregben végeztiik; azon beliil is a sulcus centralisban és a tdle
kaudalisan elhelyezked6 SI kérgi régioban, ami tanulmanyunk célteriiletein, az area 3b és
1-en kiviil magaba foglalja a szomatoszenzoros kérgi area 3a és 2-t is (Brodmann
noémenklatura). A féemlésok koziill a mokusmajom idealis kisérleti alany, mert fejlett,
mégis viszonylag kisméretii és lissencephalikus agykérge konnyen hozzaférhetd a
vizsgalatok szadmdra (Royo és mtsi., 2021). A mékusmajmokban a szomatoszenzoros
kéreg az emberéhez hasonld felépitést mutat beleértve a testfelszin szomatotdpias

vetiilését (Chen és mtsi. 2001, 2005).

|. Az informacidaramlas funkcionalis jellemz&i és strukturalis tényezdi a
szomatoszenzoros kéregben, féeml§sokben

A szomatoszenzoros kérgi area 3b és drea 1 az inger paraméterek feldolgozasaval
kritikus szerepet jatszik a diszkriminativ tapintason alapuld percepcidban (Murray és
mtsi., 2014; Sathian, 2016; Yau és mtsi., 2016; Delhaye és mtsi., 2018; Romo és Rossi-
Pool, 2020). Mara elfogadotta valt, hogy az area 3b tekinthetd6 az elsédleges
szomatoszenzoros kéregnek, az area 1 pedig ezt kdvetd, magasabb feldolgozasi szintet
képviseld teriilet a szomatoszenzoros kérgi hierarchidban (Kaas, 1983, 2004 Iwamura,
1998; Tabot, 2013; Rossi-Pool és mtsi., 2021). A hierarchikus viszony megjelenik az
afferensek eloszlasaban, a receptiv mez6 (RF) tulajdonsagokban és az intrinzik
integracios idéallandok hosszéban. A periférids informacidt szallité talamokortikalis
bemenet elsdsorban area 3b-ben végzddik (Shanks és Powell, 1981; Jones, 1983);
ugyanakkor area 1 leger6sebb bemenetét area 3b-bol kapja (Jones és mtsi., 1978; Vogt és
Pandya, 1978; Shanks és mtsi., 1985). Ezzel 6sszhangban area 3b 1ézidja megsziinteti
area 1 bor ingerlésre adott valaszat, mig ugyanerre area 1 irtds nem befolyasolja area 3b
valaszkészségét (Garraghty és mtsi., 1990). Ugyancsak dsszhangban a kérgi hierarchiaval
area 1-ben a RF nagyobb méretii és Osszetettebb inger tulajdonsadgokra érzékeny, mint ara
3b-ben (Sathian, 2016; Yau és mtsi., 2016; Delhaye és mtsi., 2018). Tovabba, a RF

méretével Osszefiiggésben area 1-ben kisebb a kérgi nagyitasi faktor (CMF), mint area
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3b-ben (Sur és mitsi., 1980; Friedman és misi., 2008). Ujabb eredmények szerint a
szomatoszenzoros kéreg hierarchikus mikodése az daredkra jellemzd integracids
id6allandoval egyértelmiien kimutathatd (Rossi-Pool és mtsi., 2021). Ennek megfelel6en
egymashoz képest area 3b-ben az intrinzik id6éalland6 rovidebb, mig area 1-ben hosszabb.

A disztalis ujjbegyek bore kiugréan magas receptor sliriiséggel rendelkezik,
latokérgi analdgiaval a tapintds ,,fovedlis szervének™ tekinthetjiik, amit a disztalis ujjbegy
reprezentaciot jellemzo nagy kérgi nagyitasi faktor is igazol (1d. homunculus, és féemlds
megfeleldi), azaz mas testrészek borfeliiletéhez képest nagy kérgi teriilet dolgozza fel a
disztalis ujjbegybdl érkezd informacidt. A szomtotopidnak koszonhetden area 3b-ben és
area 1-ben is pontosan lokalizalhatok az wujjak és azok kiilonbdzd részeinek
reprezentacidi. Az ujjak kérgi leképezddése, ismételten latokérgi példaval, hasonlo az
okularis dominancia oszlopok csikos elrendezédéséhez V1-ben. A két area
hasonlosaganak tovabbi példaja, hogy a disztalis ujjbegy reprezentacidban az orientacio
szelektiv oszlopok eloszlasmintdjahoz hasonlo kiillé-szert (pinwheel) taktilis almodalitas
térkép mutathato ki (Sur és mtsi., 1980; Chen és mtsi., 2001, Friedman és mtsi., 2004). A
Merkel receptorokbol indul6 1-es tipust lassan adaptalodo, nyomas érzésért felelds SA,
a Meissner receptorokbol induld, 1-es tipust gyorsan adaptalédd remegés-raz(kod)as
(flutter) érzésért felelés RA, valamint a 2-es tipust gyorsan adaptalodo Vater-Paccini-
testekbdl eredd, rezgés, finom, intenziv rangas érzésért felelds PC csatorndk egyiittes
reprezentacidja képez hiperkolumnat az ujjbegy reprezentacion beliil.

Ujabb fiziologiai tanulméanyok kimutattak, hogy area 3b-ben a jellemzden
egyetlen ujjra lokalizalt RF-el rendelkezd idegsejtek szomszédos ujjak ingerlésekor is
aktivalodnak (Iwamura és mtsi., 1983; Chen és mtsi., 2003; Friedman és mtsi., 2008;
Reed és mtsi., 2008, 2010a,b; Lipton és mtsi., 2010; Thakur és mtsi., 2012). Azaz az
ujjbegyekbdl eredd taktilis informacid integracidja mar area 1, ahol a RF tipikusan tobb
ujjra kiterjed, elott area 3b-ben elkezdddik, €s legalabbis részben magyarazhatja area 1-
ben az idegsejtek nagyobb RF méretét. Ugyanakkor area 1-ben az idegsejtek RF
komplexitasanak eredete tovabbra sem ismert €s az altalanosan elterjedt nézet szerint area
3b konvergens bementének tulajdonithaté (Mountcastle és Powell, 1959; Hyvarinen és
Poranen, 1978; Costanzo és Gardner, 1980; Sur és mtsi., 1980, 1982, 1985; Iwamura és
mtsi., 1983a, 1993; Sripati és mtsi., 2006; Hsiao, 2008). A rendelkezésre alld
palyajeloléses munkdk eredményei Osszhangban voltak a fizioldgiai mérési

eredményekkel.
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Korai palyajeloléses munkak kiterjedt diffaz és folt-szerien koncentralt
neuronalis dsszekdtetési mintazatokat is kimutattak féemldsokben a szomatoszenzoros
kéregben (Juliano és mtsi., 1990; Krubitzer és Kaas, 1990a; Burton és Fabri, 1995;
Manger és mtsi., 1997; Fang és mtsi., 2002), ami alapjaul szolgalhat a 3b és 1 aredkban
tapasztalt ujjak kozotti integracionak. Jelzett tanulmanyok féleg a nagyobb testrészek
kapcsolatait tanulmanyoztdk a ma elérhetoknél kevésbé érzékeny jeloléanyagokkal.
Burton ¢és Fabri (1995) nagy esetszamon végzett sokszoros palyajeloléses munkajuk
eredményének konkluzidi kozott leirta a szomszédos ujjak reprezentacidi kozotti
Osszekottetéseket 3b és 1 aredkon beliil. A két area Osszekottetését illetden szintén
eloszlasat. Az area 3b és 1 arean beliili intrinzik, és inter-arealis 6sszekottetéseinek
funkcionalis jelentségét Juliano és mtsi. (1990) vizsgalta elektrofizioldgia, palyajelolés
¢s metabolikus aktivitason alapulé 2-dezoxigliikoz (2DG) technikédk kombinéalasaval. A
mechanikus ingerlés hatdsdra megnovekedett gliikoz felvétel folt-szerli mintazatot
mutatott a szomatoszenzoros kéregben és a hasonld funkcionalis reprezentaciot jelold
foltok atfedtek a palyajelold anyag folt-szerd eloszlasaval. Eredményeik szerint az area
3b > area 1 Osszekottetés a hasonld valasztulajdonsaga kérgi oszlopok kozott 1étesiil,
mig a reciprok kapcsolat esetében area 3b-ben nem fedett at a kétféle jeloldanyag. A kéz
reprezentacio nagy részét kitevd disztalis ujjbegy reprezentaciok dsszekottetésére ezek a
munkdk nem helyeztek kiilonosebb hangsulyt, igy eloszlasdnak ¢€s funkcionalis
jelentdségének pontos meghatarozasa aredn beliil és azok kozott tovabbi kisérleteket
igényelt. Ugyancsak kérdéses az area 3b-bdl eredd afferenticié konvergencidjanak
szerepe a RF-komplexitasanak kialakitasaban area 1-ben. Végiil, a palyajeloléssel kapott
eredményekre alapozva célul tiztiik ki az 4rean beliili és azok kozotti dsszekdttetések
szerepének megértését az informacidaramlasban fMRI és elektrofiziologiai mddszerek

segitségével.

II. Osszekottetési mintazatok idegsejt populdciok szintjén

Az 1idegsejt populaciok kozotti avagy kolumnaris interakciok kutatdsanak
leghatékonyabb és elterjedt modszere az elektrofiziologiai térképezés, optikai képalkotas
(jellemzden intrinzik jel, IOS) és a palyajel6lés kombinalasa (pl. Malach és mtsi., 1993;
Kisvarday és mitsi., 2000; Buzas és mtsi.,, 2006). E modszertan lehetdvé teszi a

funkcionalis szenzoros térképek modularis egységeinek azonositasat és dsszekottetéseik
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feltérképezését. Foemldsokben agykérgi modulok kapcsolati  elrendezddésérol
elsédlegesen vizualis kérgi tanulmanyokbol tajékozodhatunk (Roe, 2019; Vanni és mtsi.,
2020). Populécio szinten kétféle halozati motivum kiiloniil el: 1) arean beliil csillag-szera
mintazatot képezve az egyes oszlopok a kornyezd oszlopok egy csoportjaval allnak
Osszekottetésben, mig 2) az aredk kozotti Osszekottetések seprii-szerli konvergens
(,,vesszd seprii”) vagy divergens (,,cirokseprli”’) mintazatot mutatnak. E mintazatok oka,
hogy az area egy lokalizalt teriilete a szomszédos area kérgi oszlopainak egy csoportjabol
ered6 konvergens afferentaciot kap ill., vice versa efferensei szétagaznak a szomszédos
area moduljai felé. Funkcionalisan a latokéregben a kolumnaris 6sszekottetések (foleg a
piramissejtek axonjai) arean beliil és azok kozott is erds szelektivitassal jellemezhetok (a
téma rovid és friss attekintését adja Roe, 2019; Vanni és mtsi., 2020). A szelektivitas
egyik kovetkezménye az Osszekottetések anizotrop eloszlasa, amint azt V1-ben az
orientacio szelektiv kolumnak esetében kimutattak (Sincich és Blasdel, 2001). Az aredn
beliili 6sszekottetések alapvetd szerepe az Gsszekapcsolas (binding), ami lehet azonos
tulajdonsagot reprezentdld oszlopok kozotti kapesolat (pl. V1) vagy kiilonb6zo
tulajdonsagokat reprezentald, de azonos latétérbeli lokalizacidt reprezentdld6 modulok
Osszekotése (pl. V2). A latokérgi V1 és V2 kozott modulok szintjén az dsszekottetések a
funkcionalis hasonlésdg alapjan oszlanak el almodalitds-specifikus palyakat alkotva.
Ugyanakkor a konvergencia/divergencia jelzi, hogy az inter-arealis palyak lényeges
szerepet jatszanak a kérgi hierarchiaban egyre absztraktabb funkciok, mint pl. 14tas esetén
a térlatassal, szinnel, fényességgel, orientacioval ¢€és mozgéssal kapcsolatos
reprezentaciok kialakitasaban (elébbiekhez 1d. még Roe és mtsi., 2012). Az agykéregben
az Osszekottetések lateralis, modulokat Osszekotd kiterjedése fontos a hierarchikus
jelfeldolgozasban és jol azonosithatdo a RF térbeli szerkezetének kialakitdsaban is. A
vizudlis kéregben az erdsen lokalizélt felszallo palyak® (FF) feleldsek a RF centruméanak
kialakitasaért, mig a diffuzabb visszacsatolasok® (FB) az arean beliili 6sszekottetésekkel
egylitt hozzék 1étre a RF periférias teriileteit beleértve az un. extraklasszikus (ecRF) részt
(Angelucci és Bressloff, 2006; Angelucci és mtsi., 2017). Az agykérgi halozatkutatas
nagy kihivasa annak feltarasa, hogy a latorendszerben megismert haldézati motivumok

jellemezik-e mas szenzoros, motoros és kognitiv rendszerek kapcsolati struktarajat. E

5> Az agykérgi halézatban egy alacsonyabb szint(i dredbdl egy magasabb szint( dredba irdnyuld
Osszekottetés.
6 Az agykérgi halézatban egy magasabb szint(i dredbdl egy alacsonyabb szint(i dredba irdnyuld
Osszekottetés.
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tekintetben 0j és reményteli eljaras a populéacios valaszt ado kérgi teriilet (1d. populacios
RF (pRF)), és interakcidik meghatarozasa (Harvey és Dumoulin, 2011; Wandell és
Winawer, 2015). Mindezek alapjan tanulmanyozni kivantuk a tapintas perceptualis
folyamataiban meghatarozo szerepet jatsz6 szomatoszenzoros kérgi 3b és 1 aredkban a
populacids valasz 10S segitségével torténd azonositasat, majd e kérgi teriilet afferens és
efferens palydinak arean beliili és azok kozotti horizontalis eloszlasanak feltérképezését
palyajeloléses modszerrel. Az igy kapott eredmények segitségével kirajzolddo
konvergencia/divergencia meghatarozasaval kivantuk vizsgalni a latokéregre jellemzd

koztes szintli haldzati motivumok altalanosithatosagat.

D. Az élek szerkezete és szerepe az agykérgi kommunikacidéban

l. A jelterjedés sebességét meghatarozo alapvetd axonmorfoldgiai jellemzék

Az anatomiai halozat éleit az axonok és azok végzodései, a preszinaptikus
kapcsolostruktirak alkotjak. A jelterjedés sebessége erdsen fligg az axon atmérdjétol és
mielinizaltsagatol. Az agykéregben vezetési sebességét tekintve nagy kiilonbség van a
sziirkedllomanyban fut6d aredn beliili Osszekottetések és a fehérallomanyban kotegekbe
szervez6do asszociacios Osszekottetéseket 1étesitd rostok kozott (Liewald és mtsi., 2014;
Vanni és mtsi., 2020). Nagy altalanossagban kijelenthetd, hogy a sziirkeallomanyban az
aktivitds viszonylag lassan terjed, mert itt az axonok vékonyak és nem mielinizaltak.
Ezzel szemben a fehérallomanyt dontden mielinizalt axonok alkotjak, melyek atmérdje
nagy szorassal, de atlagaban joval meghaladja a sziirkeallomanyban fut6 axonokét. Ez a
szerkezet nagyon gyors areak kozotti informaciocserét biztosit, ami az aredk tavolsagatol
is fliggd mértékben sokszorosa lehet az arean beliili informaciodatadasnak (Vanni és mtsi.,
2020). Mindemellett fontos tudni, hogy az axonalis tulajdonsagok valtozatossaga
meglehetdsen Osszetett, sokszintli iddbeliséggel jellemezhetd agykérgi kommunikéaciot
eredményez (Buzsaki és mtsi., 2013; Innocenti és mtsi., 2014). Tekintettel a kérdés
fontossagara, kvalitativ vizsgalatot végeztiink annak eldontésére, hogy a latokéregben
leirt mielinizalt és csupasz axonok arean beliili és azok kozotti eloszlasara vonatkozo

séma érvényes-e a szomatoszenzoros kéregben is.

Il. A szinapszisok szerepe a neurdlis kommunikacidban

1. A talamokortikdlis afferentacio

A jelatvitel erdsségének €s hatékonysaganak szabalyozdsaban a szinapszisok

dontd szerepet jatszanak. A szenzoros kéregben jol ismert a kozépsod rétegeket célzo
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talamokortikalis afferensek erételjes, neuralis koroket meghajto hatasa az idegi aktivitast
modositd, modulalé funkcidju kortiko-kortikalis szinapszisokkal ellentétben (Crick és
Koch, 1998; Sherman és Guillery, 1998; Amitai, 2001). A talamo-kortikalis afferensek
kis szamat nemcsak az erds posztszinaptikus aktvitast kivalto hatas, hanem a megbizhat6
jelatviteli dinamika is kompenzalja, amivel képes a 4. rétegi aktivitas-erdsitd lokalis
neuronalis halozatokat miikodésbe hozni (Douglas és mtsi., 1995; Amitai, 2001).
Raadésul a talamo-kortikalis szinapszisok aktivitasat gyors lecsengés jellemzi - egy
energiaigényes, gyors Ujratoltddésen alapulo, allando ,,készenléti” allapot -, ami valtozo
kornyezetben biztositja az informacié hii tovabbitasat (Castro-Alamancos, 1997; Chung
€s mtsi., 2002). Miikodéséhez a talamo-kortikalis axonvégzddés megfeleld apparatussal
rendelkezik: jelentds szdml mitokondriumot és szinaptikus vezikulumot tartalmaz
valamint tobb, a neurotranszmitter felszabadulast biztositd aktiv zonat 1étesit (pl. Freund
és mtsi., 1985, 1989; Staiger és mtsi., 1996). A preszinaptikus apparatus befogadasanak
sziikségéhez alkalmazkodva a talamo-kortikalis axonvegzédés nagy méretével is
elkiiloniil az agykérgi neuropilben (Pierce és Lewin, 1994; Zikopoulos és Barbas, 2007).

Az elsédleges ¢érzokérgi teriiletek miikodését alapvetden meghatarozo
talamokortikalis afferentacio a talamusz elsdrendli magjaibdl ered (Sherman és Guillery
1998; a témaban egy ujabb 0sszefoglald: Halassa és Sherman, 2019). Az asszociacios
kérgi areak azonban a magasabb rendli magokbdl kapjak a kozépsd rétegeket célzo
talamokortikalis bemenetet (Sherman és Guillery, 1998; Halassa és Sherman, 2019).
Felmeriil a kérdés, hogy a szenzoros kéregben a talamokortikalis afferentacio
talamokortikalis afferentacidéra? Erre a kérdésre a PFC tanulményozasaval kivantunk
valaszt kapni a talamokortikalis axonvégzddések ultrastrukturalis jellemzdinek
meghatarozasaval. A PFC meghatarozo talamokortikalis afferentacidja a talamusz
mediodorzalis magjabol ered, amellyel szoros strukturalis (Goldman-Rakic és Porrino,
1985; Giguere és Goldman-Rakic, 1988; Schwartz és mtsi., 1991; Siwek és Pandya, 1991)
¢s funkcionalis kapcsolatban all (Alexander és Fuster, 1973; Fuster és Alexander, 1973,;
Isseroff és mtsi., 1982; Sommer és Wurtz, 2002, 2004a, 2004b; Wurtz és Sommer, 2004).
A paélya klinikai szempontbol is fontos, ugyanis szkizofréniaban a PFC kozépso
rétegeiben csokken a parvalbumin (PV) tartalmu, feltehetéen mediodorzalis magbol
ered6 talamokortikalis axonvégzddések szama (Melchitzky és mtsi., 1999; Lewis és mtsi.,
2001). Neurokémiai tulajdonsagok és axonvégzddésiik preferencidlis rétegeloszlasa

alapjan a talamuszban kétféle kéregbe vetitd relé neuron kiilonboztethetd meg: 1) a
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matrixot alkotd calbindin tartalmu, diffizan a felsé rétegbe vetiild és 2) a matrixba
beagyazddd mag régiot alkotd, kdzépso rétegekbe nagy topografikus precizitassal vetitd
PV tartalmu neuronok (Jones és Hendry, 1989; Jones, 1998). Az el6zékben bemutatott

crer

sejtek 1étesitik. Mindennek bizonyitdsa a PFC-ben tovabbi vizsgélatokat igényelt.

2. A kortiko-kortikalis szinaptikus kommunikdcio szerkezeti alapjai

Lehet-¢ a talamuszhoz hasonldan a szinapszisokat strukturalis jellemzdik alapjan
osztalyozni az agykéregben? Az agykérgi halozatot rendkiviil valtozatos tulajdonsagu
(morfoldgiai, fiziologiai, 6sszekottetésbeli és molekularbiologiai) idegsejtek csoportjai
alkotjak (Lodato és Arlotta, 2015; Zeng és Sanes, 2017). Az idegsejt tipusok
Osszekottetéseiben megfigyelhetd szabalyszerliségek limitdljdk a kombinatorikusan
lehetséges kapcsolatféleségek szamat: a hierarchikusan bedgyazott ,halézat-a-
halézatban” jellegi modulédris nagyvilag architektira meghatdrozott pre- ¢és
posztszinaptikus idegsejt tipusok alkotta sztereotip kapcsolasi motivumokra épiil (pl.
Somogyi és mtsi., 1998; Brown és Hestrin, 2009; Harris és Shepherd, 2015; Jiang és mtsi.,
2015; Xu, 2020). A hal6zati motivumokban az aktivitas terjedését jellegzetes morfologiai
¢s fizioldgiai tulajdonsdgokat mutatd szinaptikus kapcsolatok szabalyozzak (pl. Lee és
Reid, 2011; Qi és mtsi., 2020; Wang, 2020). Tovabbra is nyitott kérdés azonban, hogy,
hasonldan a talamuszhoz, az agykérgi szinapszisok, kiilonos tekintettel a preszinaptikus
axonvégzddésre, besorolhatok-e néhany morfotipusba?

Petrof és Sherman (2013) ragcsalokon végzett kisérleteiben azt taldlta, hogy a
talamuszhoz hasonloan az agykéregben az aredk kozotti kommunikacid is alapvetden
kétféle, az 1. és 2. tipusba tartoz6 axonvégzddésen keresztiil torténik. Az 1. tipust gyorsan
lecsengd dinamika (paros impulzusu szinaptikus depresszid) €és nagy méret jellemzi,
funkcidjat tekintve meghajtd um. detonator tulajdonsagl. A 2. tipust ezzel szemben rovid
tava szinaptikus érzékenyités (paros impulzusu szinaptikus facilitacid) €s kis méret
jellemzi, funkcidjat tekintve modulaldé hatasa. A megfigyeléseket alatamasztja, hogy
lokalis mikrohalézatokban szintén megkiilonboztethetok erds és gyenge szinaptikus
interakciok (Song és mtsi., 2005; Cossel és mitsi., 2015). Az aredk kozotti reciprok
Osszekottetésekben ragesalokon (Covic és Sherman, 2011; Petrof és mtsi., 2015) kiviil
féemldsokben a latokéregben (Anderson és mtsi., 1998; Anderson és Martin, 2006, 2009)
irtak le kis, és nagyméretii axonvégzddések altal 1étesitett szinapszisokat. Anderson és

Martin (2009) arra is ramutattak, hogy a posztszinaptikus denzitds (PSD) mérete és
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formdja valamint a mitokondrium tartalom az axonvégzédés méretével valtozik. E
meglatds fontossdgat az adja, hogy a bouton mérete és ultrastrukturalis jellemzdi
Osszefiiggenek a szinapszis fiziologiai tulajdonsagaival (Pierce és Lewin, 1994).
Foemlosokben a latokérgen kiviil az aredk kozotti szinaptikus kapcsolatok hasonlo
morfologiai karakterizalasa nem ismert. Hasonloan, 4rean beliil tobb informacidval
rendelkeziink a lokalis axon kollateralisok fiziologiai tulajdonsagairol, célsejt, ill.
céldendrit szelektivitasarol (Lewis és mtsi., 2002; Somogyi és mtsi., 1998; White, 2007),
figyelem &sszpontosult.

A szinaptizal6 boutonok kvantitativ tulajdonsagaik alapjan torténd klasszifikalasa
nagymértékben hozzajarulna a kiilonb6zd kortiko-kortikalis 6sszekottetések szerepének
megértéséhez (DeFelipe, 2010). Kombinalt fizioldgiai és morfologiai munkdk alapjan
ismert, hogy a mitokondrium megléte valamint a PSD nagy mérete és komplex, perforalt,
mas néven lebenyes alakja és/vagy sokszoros (tobb szigetbdl allo) jellege hatékony
szinaptikus jelatvitelt és plaszticitast indikal (Devine és Kittler, 2018; Holderith és mtsi.,
2012; Nikonenko és mtsi., 2002; Vos és mtsi., 2010). Bar szamos tanulmany leirta a
preszinaptikus boutonok eltéré mitokondrium ¢és vezikulum tartalmat valamint a PSD
szerkezetét, az axonvégzddések kvantitativ morfologiai jellemzOok alapjan torténd
egységes osztalyozasa nem ismert (Eyre és mtsi., 2007; Germuska és mtsi., 2006; Hsu és
mtsi., 2017; Rodriguez-Moreno és mtsi., 2018; Wang ¢s Barbas, 2018; Zikopoulos és
Barbas, 2007). Ezt a hianyt potlando6 kisérletet tettiink féemldsdkben a szomatoszenzoros
kérgi Osszekottetések szinaptikus kapcsolatot 1étesitd axonvégzddéseinek kvantitativ
ultrastrukturalis modszerek alkalmazésaval torténd osztalyozasara, kiilonds tekintettel

azok két, 1. és 2. tipusba sorolasara.

E. A szinaptikus jelatvitel szabalyozasanak Uj mddja a nem-szovetspecifkus
alkalikus foszfatazon (TNAP) keresztl

A foszfatazok, igy az alkalikus foszfatazok csoportjaba tartoz6 TNAP alapvetd
szerepet jatszanak a sejtek ¢és kovetkezésképpen a szdvetek és szervek szamos
funkciojanak szabalyozasaban (Millan, 2015; Mornet, 2015; Cruz és mtsi., 2017; Liedtke
és mtsi., 2020). A TNAP tobb szovetben és szervben (csont- €s idegszovet, endotélium,
maj, vese) kimutathatd, széles spektrumu szubsztrat specificitassal bir és sokféle
sejtfunkcid szabalyozasaban jatszik szerepet. A TNAP kiilonbozé szovetekre jellemzo

izoformai koziil emlésokben, az idegrendszerben, beleértve az idegszovetet €s az
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endotéliumot is a csont tipust fejezddik ki, neuron tipust izoforma nem ismert (Brun-
Heath és mtsi., 2011). Ez aldl kivétel az egér, ahol a m4j tipusu izoforma is jelen van
(Brun-Heath és mtsi., 2011). A sulyos hipofoszfatazia az élettel Gsszeegyeztethetetlen
allapot (Mornet, 2015; Narisawa, 2015; Salles, 2015). A TNAP idegrendszeri funkcidjara
korai klinikai és hisztologiai munkak eredményei alapjan lehetett kovetkeztetni. Mind a
tulzott (hiperfoszfatazia), mind pedig az alacsony (hipofoszfatazia) TNAP aktivitas az
idegrendszer fejlodésének ¢és milkkodésének nem ritkdn végzetes zavarat okozza
(Taketani, 2015, Hofmann és mtsi., 2015). igy pl. a hipofoszfatazia egyik meghatarozo
tiinete az epilepszia, amit részben a GABAerg rendszer csokkent aktivitdsanak
tulajdonitanak (Waymire és mtsi., 1995). Majmokban enzimhisztokémiai modszerekkel
szintén sikeriilt az idegszovet TNAP aktivitasat kimutatni tbk. az agykéregben, ami
eldrevetitette e strukturanak az emlitett ritka betegségekben jatszott lehetséges szerepét
(Robins és mtsi., 1956; Friede, 1966). A stlyos hipofoszfatazia allatmodellje az Akp2
génre null mutans Akp2”- TNAP-KO egértorzs (Narisawa és mtsi., 1997). A TNAP-KO
egerek a sziiletést kovetd 1-2 hétig életképesek, ami lehetdséget ad az enzim idegrendszer
fejlodésében jatszott szerepének tanulmanyozasara (Narisawa és mtsi., 2001; Waymire
és mtsi., 1995).

A TNAP ektoenzim, az extracellularis térben fejti ki feltehetéen sokoldalu és alig
ismert idegi funkciokat szabalyozo hatasat (Mornet, 2015; Salles, 2015). A TNAP a B6
vitamin, az un. B6-enzimek ko-faktoranak sejtbe jutasat segitve biztositja pl. tobb
neurotranszmitter szintézisét, igy a GABA szintézist a glutaminsav-dekarboxilaz (GAD),
¢s a biogén aminok szintézisét az aromas-aminosav-dekarboxildz (AADC) enzimeken
keresztiil (Coburn, 2015). A TNAP, mint monofoszfataz az ATP adenozinig térténd
atalakitasaval szabalyozza a purinerg jelatvitelt az extracellularis térben (pl. Zimmermann
¢és Langer, 2015; Millan, 2015; Street és Sowa, 2015; Diaz-Hernandez és mtsi., 2015).
Ugyancsak az agykérgi jelatvitelben jatszott szerepére utal, hogy a fejlédd
idegrendszerben a TNAP sziikséges tbk. az axon novekedéshez (Zimmermann és Langer
2015; Diaz-Hernandez és mitsi., 2015), ami felveti szinaptogenetikus funkciojat is. A
TNAP agykérgi aktivitas szabdlyozasaban jatszott pontos szerepérdl mindezzel egyiitt
keveset tudunk. Fontos lenne ismerni aktivitasdnak pontos célteriileteit mind regionalis
¢s szubcellularis szinten valamint, hogy mas enzimekhez, mint pl. a citokrém oxidaz
(CO), hasonléan befolyasolja-e miikodését az idegi aktivitas (Wong-Riley, 1989).
Klinikai vonatozasai miatt kiemelten fontos kérdés a TNAP-aktivitas szempontjabol

kitiintetett teriiletek meghatarozéasa az emberi agyban. Végiil pedig figyelemmel az enzim
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szertedgazo interakcioira, sziikséges atlatnunk a globalis molekularis jelatviteli és
metabolikus mechanizmusokban jatszott szerepét ahhoz, hogy ezek kozotti

Osszefiiggésekbol koros aktivitasdnak kovetkezményeit pontosabban megértsiik.
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CELKITUZESEK

A. A funkcionalis integracié és az aktivitas koordinaciojanak
haldzatszerkezeti alapjai az agykéregben

|. A szenzoros helyettesitésért felel6s haldzat a vizuo-taktilis kéregben

Halozatelméleti eszkdzok segitségével kivantuk meghatarozni az elsddleges latokéregbe
vetlild taktilis informaci6é eredetét, feldolgozottsagi szintjét és ezaltal lehetséges
funkcidjat rézusz majom bimodalis, latd6 és szenzomotoros daredkat tartalmazod
(tovabbiakban vizuo-taktilis) agykérgi halozataban. Eldszor is irodalmi adatok és
adatbazisok segitségével létrehoztuk az aktudlis tudasunkat reprezentalé bimodalis,
irdnyitott anatomiai haldzatot. A halozat csoportszerkezetének elemzésével kivantuk
meghatdrozni a szorosan egylittmiikodo klikkeket formald, €s a bimodalis interakcidkat
lehetévé tevo klasztereket Osszekotd areakat. A klikkeket képezd areakat globalis
centralitas értékiik (cstcskoztiség) szerint rangsoroltuk. A lehetséges Osszekottetések
halmazabol a legrovidebb utak meghatarozo szerepét feltéve azonositottuk az SI-bdl V1-
be iranyuld, keresztmodalis plaszticitasért felelos palyadkat és ezek viszonyat a
csoportstruktirdhoz. A legrovidebb utakat megerdsitéses tanulasos algoritmussal generalt
V1 gyokerl feszit6fa segitségével rangsoroltuk. A helyettesitéses plaszticitasban szerepet
jatszo Osszekottetések halmazat élkoztiség értékiik valamint ennek segitségével

azonositott bemeneti és célteriileteinek szenzoros modalitasa alapjan tovabb szilikitettiik.

Il. A haldzati aktivitas koordinacioja és szerepe a kognitiv kontrollban

Az agykérgi jelfolyam koordinicigjat az élkoztiség alapjan  szamolt Uj
konvergencia/divergencia-mérték bevezetésével kivantuk jellemezni mind az élek, mind
pedig a csucsok szintjén a vizuo-taktilis kérgi halozatban. Az élek konvergenciafokanak
segitségével vizsgaltuk a nagyardnyu reciprocitas szerepét a halozati szintli
konvergencidban ¢és divergencidban. A cSicsok be- ¢és kimeneteire kiszamolt
konvergenciafok alapjan jellemeztiik az aredk szerepét a jelfolyam koordinacidjaban.
Vizsgaltuk, hogy az areakra vonatkoztatott konvergenciafok hogyan viszonyul a kérgi
hierarchidban alacsony szinten allé informacio forrasként, ill. a hierarchia csticsan allo
informacio elosztoként azonosithatd, jelfolyamot koordinalé szerephez. Végiil a
konvergenciafok segitségével kiilonbozé haldzatok Gsszehasonlitasaval kivantuk

meghatarozni az agykéregi informacidéaramlast jellemz6 egyedi halozati tulajdonsagokat.
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Célzottan tanulméanyoztuk a kognitiv kontrollért felelds prefrontalis kérgi struktirdk
koordinativ szerepét a halozat-szinti informacidéaramlasban rézusz majom teljes agykérgi
halozataban. Két hipotézist teszteltiink: 1) a kognitiv kontrollban jol ismert dorzolateralis
¢s eliils6 cingularis kérgi teriiletek globalis konvergencia allomasok, melyek ugyanakkor
célzottan tovabbitjak a halézatban az informaciodt; 2) a prefrontalis kéreg kiilonb6zd areai
hierarchikusan  szervezett, egymast  kiegészit0  szerepet  jatszanak  az
informacidaramlasban és integracidban. A konvergencia/divergencia meghatarozasa

mellett atfedd klaszterezéssel vizsgaltuk az egyes PFC-areak, kiilondsen a dorzolateralis

cres

B. Koztes szint( haldzati motivumok feltérképezése az agykéregben

|. Az drean bellli és aredk kozotti interakcidk funkcionalis anatémidja a
szomatoszenzoros kéregben

Legfobb célunk volt meghatarozni a tapintas integrativ folyamatanak elsé kérgi 1épéseit
lehetdvé tevo oldaliranyt neuralis halozatot, kiilonos tekintettel az arean beliili és azok
kozotti  ,,csillag”  ill.  ,seprii”-szerli mintazatot mutatd  Kolumnaris-szintii
Osszekottetésekre. Ehhez a tapintdsban kitiintetett szereppel bird disztalis ujjbegy
reprezentaciok Osszekottetéseit extracellularis elektrofiziologia, I0S és palyajelolés
kombinaldsaval térképeztiik fel a szomszédos 3b €s 1 areakban mokusmajmokban. A
kitlintetett afferens és efferens teriileteket a kéz-reprezentacid szomatotopids térképein
kétiranyu palyajeloléssel, a jelolés siiriségeloszlasaval hataroztuk meg. A reciprocitast
az afferens és efferens teriiletek egymadsra vetitésével vizsgaltuk. Az igy kapott
Osszekottetési mintazatok Osszehasonlitdsdval kivantunk valaszt kapni az area 3b és area
1 eltéré fiziologiai, elsésorban RF tulajdonsdgainak halozati alapjairol. Végiil, a
feltérképezett anatomiai halozat funkcionalis jelentdségét egysejt tiizelés, és fMRI-
BOLD jel korrelaciés mintdzataival azonositott funkcionalis halézatokkal Osszevetve

vizsgaltuk.

Il. Idegsejt populaciok 6sszekottetési mintazatai

Az el6z0 pontban leirt modszerekkel és kisérleti allatokban tanulmanyoztuk a koztes
szintli, oldalirdnyi hal6zati motivumokat a 3b és 1 aredkban. Féként a kdvetkezd
kérdésekre kerestiink valaszokat: 1) megfigyelheté-e a szomatoszenzoros kéregben a
latokéregbdl ismert aredk kozotti osszekottetések lateralis kiterjedésében a hierarchikus

szervez6dést jellemzo FF-konvergencia és FB-divergencia, 2) hogy viszonyul ehhez az
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arean beliili kapcsolateloszlas, 3) hogyan jarulnak hozza e palydk a populacids
aktivitashoz? Vizsgalataink alapjaul a disztalis ujjbegy reprezentdcidkban kolumnaris
méretli idegsejt populdciok jelolése szolgalt, mig a populacidés valaszt a pRF-et
megjelenitd 10S jellel azonositottuk. A konvergencia és divergencia viszonyokat a
legnagyobb stirliségii jeldléssel azonositott afferens €s efferens teriiletek tangencionalis
Kiterjedésének segitségével az arean beliili, valamint az azok kozotti FF és FB
kapcsolatok Osszehasonlitdsaval hataroztuk meg. Az igy kapott koztes szintli anatdmiai
halozat populécids aktivitasban jatszott szerepének megértése céljabol az 6sszekottetések
oldaliranyt kiterjedését Osszevetettiik az 10S jelével. A halozatszerkezet feltételezett
hierarchikus szervezddését az egyes palydk (intra- és inter-arealis afferens és efferens
tertiletek) oldaliranyt kiterjedése altal reprezentalt borfeliilet nagysadganak kérgi nagyitasi
faktor segitségével torténé meghatarozasaval is meg kivantuk erdsiteni. Hasonloan, a
hierarchikus szervezodés esetleges szerepét vizsgaltuk a kiilonb6zo palyak ereddjéiil
szolgaloé projekcios neuronok kevéssé ismert klaszterez6désének maghatarozasaval.
Tovabba, a latokéreg arean beliili 6sszekottetéseinek specificitasat jellemz6 anizotropia
szomatoszenzoros kérgi jellegén tul kivancsiak voltunk ennek mértékére az dreak kozotti
FF és FB kapcsolatokban, mind az anterograd (efferens teriiletek) és retrograd (afferens

teriiletek) jel tekintetében.

C. Az élek szerkezete és szerepe az agykérgi kommunikacioban

|. PArhuzamos kommunikacids csatornak alapveté axonmorfoldgiai jellemzéi a
szomatoszenzoros kéregben, féeml§sokben

Bizonyitani kivantuk, hogy hasonloan a latokéreghez a szomatoszenzoros kéregben is
létezik egy gyors, foként mielinizalt axonok alkotta kommunikacios csatorna az aredk
kozott. A palyajeloléssel azonositott mielinizalt axonok jelenlétét elektronmikroszkoppal
kivantuk kimutatni a sziirkedllomanyban. Ezt kvetéen, ugyancsak a sziirkeallomanyban
kvalitativ fénymikroszkopos modszerrel kiilon jeloltiik a vastag, boutonokat nem képezo,
feltehetéen mielinizalt rostokat a palyajeldléssel azonositott és feltérképezett axon
szegmensek kozott. A mielinizalt rostok alkotta palydk jellemzé irdnyanak
meghatarozasdhoz az egyes egyedek térképeit beadasi areanként (3b és 1 areak) kozos
polarkoordinata rendszerben abrazoltuk ¢€s az igy kirajzol6do orientaciot osszevetettiik az
altalanos axon-térképekkel, amelyeken kiilon jeldltiik az area hatarokon beliil marado, ill.

azokat atlépd nyulvanyokat.
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Il. A szinaptikus jelatvitel szerkezeti jellemz&i f6emlI&sok agykérgében

1. A talamokortikdlis afferentdcio szinaptikus szerkezete a prefrontdlis kéregben

Kvantitativ elektronmikroszkopos modszerrel, palyajel6lést és PV-immunhiszokémiat
alkalmazva kivantuk bizonyitani, hogy a PFC-ben a magasabb rendii magokbol eredd
talamokortikalis axonvégzddések hasonld ultrastrukturalis tulajdonsagokkal és ezaltal
jelatviteli dinamikéval rendelkeznek, mint az elsédleges talamusz magok szenzoros kérgi
végzddése. A szinapszisok jelatviteli dinamikajanak morfologiai jellegzetességeit az
axonvégzodések, kiilonbozod sejtalkotoik és a posztszinaptikus membran specializacid
méretével és formajaval jellemeztiikk. Az Gsszehasonlitasokhoz kontrollként jeldletlen,
feltehetéen nagyrészt kortiko-kortikdlis axonvégzddések hasonld paramétereit

hasznaltuk.

2. Kortiko-kortikdlis szinaptikus boutonok szerkezeti jellemz6i a szomatoszenzoros
kéregben

A kortiko-kortikalis szinaptikus kommunikaciot illetden bizonyitani szandékoztunk,
hogy a fizioldgiai adatokkal egyezden a detondtor €s a moduldld hatast szinaptikus
axonvégzddések mintajara két, morfologiailag is megkiilonboztethetd axonvégzodés
azonosithat6. Tovabbd, meg kivantuk hatdrozni a két csoportot leginkabb
megkiilonboztetd morfologiai  jellemzdket. Mindenekeldtt palyajeloléssel  és
fénymikroszkopos térképezéssel kivantuk azonositani a nagy boutonok meglétét és
szerepét az arean belilli valamint aredk kozotti kommunikacioban. Ezt kovetden
elektronmikroszkopos szinten a palyajeloléssel azonositott, kiilonb6z6 méreti
szomatoszenzoros kérgi szinaptikus boutonok sorozatmetszeteinek rekonstruélasaval 3D
ultrastrukturalis jellemzoket analizaltunk egy, és tobbvaltozos statisztikai modszerekkel.
Megkozelitésiinkkel lehetoveé valt elére meghatarozott valamint adatvezérelt modon

azonositott bouton-csoportok jellemzdinek az dsszehasonlitasa.

D. A szinaptikus jelatvitel szabdlyozdsanak Uj mddja a nem-szovetspecifkus
alkalikus foszfatazon (TNAP) keresztdl

A TNAP agyban ¢és szinaptikus jelatvitelben jatszott szerepét tisztdzandd meg kivantuk
hatarozni a regionalis és szubcellularis lokalizacidjat féemlosokben. Ezekhez a
vizsgalatokhoz TNAP-specifikus enzimhisztokémiai modszert alkalmaztunk fény, €s
elektronmikroszkopos szinteken. A TNAP feltételezett szerepét az idegi aktivitds

szabdlyozasaban indirekt modon szenzoros deprivaciéval kivantunk kideriteni a
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latorendszerben. Az emberi agyban feltételezett szerepének bizonyitasara
enzimhisztokémiai maddszerrel lokalizaltuk a TNAP aktivitdst post mortem és miitéti
mintdkon. Tovabba, Osszehasonlitdé kvantitativ elektronmikroszkopos vizsgalatokkal
kerestiink valaszt arra a kérdésre, hogy a hipofoszfatazia allatmodelljében ragcsalokban
a TNAP gén inaktivacidja befolyasolja-e a mielinizaciot és a szinaptogenezist a fejloddés
soran. Arra a kérdésre pedig, hogy mi a TNAP pontos szerepe a szinaptikus, és idegsejt
aktivitas szabalyozasaban halozatelemzéssel kerestik a valaszt idegsejt-specifikus

masodlagos jelatvitel molekularis halézataban.
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KISERLETI ALANYOK, ANYAGOK ES MODSZEREK

A. Haldzatelméleti modszerek
|. Agykérgi, és molekularis halézatok, kontroll haldzatok

Tanulmanyainkban binaris (ahol csak az élek meglétét és hianyat vessziik figyelembe
stlyok nélkiil) és iranyitott hal6zatokat vizsgaltunk. Kétféle valos haldzatot elemeztiink,
az agykéreg magas szintli szervezOdését reprezentdld, aredk kozotti axondlis
Osszekottetéseken alapuld anatdmiai halozatokat valamint a hippokampalis CA1l
piramissejt masodlagos jelatviteli rendszerének molekularis halézatat. Kontrollként a
valés haldzatokon kapott eredményeket azok randomizalt halozatainak megegyezd
elemzésével kapott eredményekkel hasonlitottuk &ssze, ahol ez indokolt wvolt

(Eredmények, A.Il fejezet). Az elemzés elsésorban az igraph (https://igraph.org/)

programcsomaggal tortént.

Valos halozatok. Az agykérgi haldzatok rézusz majomban és macskaban végzett

palyajeloléses munkék eredményeinek osszegzésével keriiltek Osszeallitasra részben az e
célbol létrehozott CoCoMac adatbazis segitségével (www.cocomac.org) (Stephan és
mtsi., 2001; Kotter, 2004), masrészt az irodalmi adatok felkutatasaval a NCBI PubMed-

en (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) keresztiil. Az agykérgi halézatokban a hianyzo
¢lek csupan egy része volt bizonyitottan nem 1étezd, a tobbi esetben meglétiikrél nem volt
adat. Rézusz majom ,,teljes” agykérgi halozatanak tanulmanyozasahoz a Sporns (2002)
altal kozolt, szabadon hozzaférheto valtozatot hasznaltuk, ami 71 cstcsbol és 746 é1bol
allt. Macska esetében a Hilgetag és mtsi. (2000a) altal k6zolt 55 csucsbol és 892 é1bol
allo agykérgi halodzatot vizsgéltuk. A vizuo-taktilis interakciok elemzéséhez latokérgi,
szomatoszenzoros, motoros ¢és prefrontalis kérgi areakat tartalmazd halozatot (a
tovabbiakban vizuo-taktilis halozat) allitottunk Gssze a Felleman és Van Essen (1991)
valamint Hilgetag és mtsi. (2000b) altal kozolt adatok frissitésével a CoCoMac és NCBI
PubMed segitségével. A teljes rézusz majom agykérgének alhalozatat képezd vizuo-
taktilis halézat 45 csticsbol és az Sket 6sszekotoé 463 élbél llt. Igy az altalunk elsésorban
heteromodalis kapcsolatokkal kiegészitett vizuo-taktilis halozat 30 latokérgi és 15
szenzomotoros areat, valamint 335 latokérgi, 85 szenzomotoros kérgi és 43 heteromodalis
Osszekottetést tartalmazott.

A molekularis halozat alapjat a Ma’ayan és mtsi, (2005) altal kdzzétett, szintén
szabadon hozzaférhetd, masodlagos jelatviteli interaktom képezte. Ebbe a halozatba

integraltuk a TNAP-ot és altalunk azonositott interakcioit, amit a ResNet 9 Mammalian
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Database (Elsevier Life Science Solutions) adatbazisb6l a Pathway Studio 9.0
alkalmazéssal nyertiink ki, majd k6zolt adatok NCBI PubMed-en végzett felkutatasaval

igazoltunk.

Kontroll hdlozatok: athuzalozas és randomizalas. Kontroll halozatokat két kiillonbozd

modszerrel generaltunk: 1) dthuzalozassal és 2) randomizalassal. 1) Az ujrahuzalozést az
¢lek véletlenszerli mozgatasaval végeztiik a reciprok élek aranyanak (82%) megtartasaval
a rézusz majom vizuotaktilis hal6zataban. Az eljaras nem engedélyezte két cstucs kozott
tobbszords, azonos iranyu ¢l behtizasat valamint az erds 0sszefliggdség megsértését. 2)
Az 0sszehasonlitashoz hasznalt Erdds-Rényi (ER) véletlen grafok a valos kérgi haldzattal
megegyez0 szamu csomodponttal és €llel rendelkeztek. Az elemzést 100 athuzalozott, ill.

randomizalt hal6ézaton az eredmények kiatlagolasaval végeztiik.

[I. Hal6zati mérdszamok

1. Haldzatot jellemzé mértékek

A halozatok alapvetd jellemzdit az élslirliség, a reciprocitds, a klaszterezési
egylitthato vagy tranzitivités, az atlagos uthossz és az atmérd kiszamitasaval hatdroztuk
meg. A halozat élsirisége a kapcsolatok teljes szama osztva az Osszes lehetséges
Osszekottetés szamaval. A reciprocitdst a kolcsonds kapcsolatok szazalékos aranyaban
hatéroztuk meg. Egy cstlcs klaszterezési egyiitthatojat vagy tranzitivitasat a szomszédos
csticsok kozotti kapcsolatok szamanak a koztiik lehetséges Osszes kapcsolathoz képest
vett ardnya adja meg; a teljes graf klaszterezési egylitthatdja az egyes cstcsok
egylitthatoinak atlaga (Watts és Strogatz, 1998). A két csucs kozotti tdvolsag az Oket
Osszekotd legrovidebb ut hossza (azaz a legrovidebb utat alkotd élek szama); a

legnagyobb tavolsagot nevezziik a halozat dtmérdjének.

2. HGlozati elemek mértékei

A halézatban egy csucs fokszama az éltala l1étesitett kozvetlen kapcsolatok szama,
azaz a vele szomszédos csucsok szama. Iranyitott halozatban megkiilonboztethetjiik a
bemend fokszamot és a kimend fokszdmot. A haldzatban koztiség centralitdas szamitasa a
legrévidebb utak azonositasan alapul. E10szor megkeressiik az 6sszes legrévidebb utat az
a csomopontok Osszes lehetséges parja kozott. Minden par esetében meghatarozzuk a
koztiik 1évo legrovidebb utak szamat, amelyek egy adott csomdponton (csucs koztiség,
NB) vagy egy adott élen (é/ koztiség, EB) athaladnak, és elosztjuk ket a csucsparok

kozotti 0sszes legrovidebb ut szaméaval. Végiil ezeket az aranyokat dsszegezziik az Gsszes
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parra. Azaz, a koztiség centralitds a halézatban az adott csiicson vagy élen athalado
legrovidebb utak szdma, de ha az s és t csomdpontok kozott k kiilonbozo legrovidebb
utvonal van, mindegyik csak 1/k sullyal szamit a végs6 értékben. (Az EB nem keverend6
az ¢l gyakorisaggal (Kaiser ¢s Hilgetag, 2004), ami egyszertien az adott ¢len athalado
legrovidebb utak szdma.) Azon legrovidebb utakat, melyek kiinduldsi és cél cstcsa
megegyezik ciklusnak, vagy kérnek hivjuk. A kor minden csticson csak egyszer haladhat
at. Amennyiben az ¢lek irdnya mentén bejarhaté kort talalunk, a halozat erdsen
Osszefiiggd. Gyengén 6sszefliggd a halozat, ha az iranyokat figyelmen kiviil hagyva lehet
csak kor(oke)t bejarni. Huroknak azon kordket hivjuk, melyek mindkét iranyban
atjarhatok.

A konvergenciafok (CD) az Eredményekben az A.ll.l.a fejezetben keriil
meghatarozasra. Amennyiben egy ¢élen athalado legrovidebb utak koroket alkotnak, Ggy
a forras (Inij) és cél (Outij) csucsok halmaza at fog fedni. Ennek mértékét adja meg az
datfedés index (Oq) a két, ki- és bemeneti halmaz metszetében talalhatd csucsok szamanak

a 2 halmazban talalhat6 csucsok teljes szamahoz képest vett aranyaval (Banyai és mitsi.,
2011):

_ |ITll',j N Outi,]-|

" |I7’ll',j V) Outi,jl

Megjegyzendd, hogy sem a CD, sem az Og nem veszi figyelembe a tdvolsagot, azaz az
szoban forgd csomopontokat dsszekotod legrovidebb utak hosszat. A hidsag érték alabb, a

fuzzy klaszterezésnél keriil meghatarozasra.

lll. Csoportstruktira meghatdrozasa: klaszterezés, klikkek

A halézat kompartmentalizacidjat klaszterek ¢és klikkek azonositasaval
tanulmanyoztuk. Diszkrét klaszterek azonositasara tobbféle eljarast alkalmaztunk kiilon
vagy kombinalva. A Markov-klaszterezés (MCL) iranyitott, stlyozott grafban szimulalt
sztochasztikus aramlason alapul (Van Dongen, 2008); az eljaras alapétlete a ,,communit
walktrap” (CW), miszerint a véletlen bolyongas nagyobb valosziniiséggel marad egy
stirlin 6sszekotott komponensben, minthogy ataramlana mas komponensekbe (Enright és
mtsi., 2002). Az élek sulyat az EB-értékekkel adtuk meg. A klaszterek azonositasahoz 3,3
inflacios (granularitas) értéket alkalmaztunk. Az ébrazolashoz az aisee szoftver erd-
vezérelt rendezési algoritmusat hasznaltuk, ami az éleket rugoknak, a csomopontokat
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fizikai tomegeknek tekintve hatarozza meg az eréegyensulyi konfiguraciot. Ugyancsak
hasznaltk Clauset-Newman-Moore (CNM) hierarchikus agglomeracios algoritmusat,
amelyet nagy grafokra fejlesztettek ki (Clauset és mtsi., 2004). Ez a hierarchikus
klaszterezd algoritmus a teriileteket Gsszekottetésiik szerinti, paronkénti hasonlosaguk
alapjan egymas utan nagyobb klaszterekbe egyesiti.

A klaszterek atfedését fuzzy klaszterezéssel hataroztuk meg, ami lehetévé teszi,
hogy a csomopontok (agykérgi teriiletek) tobb klaszterhez is tartozzanak (Nepusz €s
mtsi., 2008). A fuzzy klaszterezéssel meghatarozhatd egy csomoépont kiilonb6zo
klaszterekhez valo "kotédésének" mértéke. Ez a tagsagi fok, amit egyetlen valds érték [0,
1] hatdroz meg minden egyes csucs €s kozosség szamara. A tagsagi értékek matrixa
segitségével definidlhatd a csticsokra egy hasonlosagi mérték. A hasonlosagok gradiens
alapu moddszerekkel optimalizalhatok, hogy az 6sszekapcsolt csticsok hasonlok, a nem
Osszekapcsolt csucsok pedig kiillonbozok legyenek. A tagsagi fok alapjan azonosithatok
a kiviilallo, maganyos cstcsok, a tobb klaszterhez is jelentés mértékben asszocialhaté hid
csucsok ¢és a reguldris csucsok, melyek interakcidkat csak a sajat csoportjukon beliil
létesitenek. A hidsdggal mérhetd, hogy egy csucson milyen mértékben osztoznak a
klaszterek. Fuzzy klaszterezéssel a csucsok dominans klaszterre vonatkoztatott

centalitasa is kiszamolhato.

IV. Palyakovetés feszitéfa segitségével

Az SlI-t a V1-gyel 06sszekotd legrovidebb utak fontossagi sorrendjét egy
megerdsitéses tanulasi algoritmussal hataroztuk meg (Sutton, 1988; Stuart és Norvig,
2002). Els6 1épésként kiszamitottuk az aredk hasznossagi fiiggvényét, amely azt méri,
hogy a haloézaton keresztiil mennyire konnyl beldlik V1-be jutni. Ezt kovetden
létrehoztunk egy VI1-gyokerli megerdsitéses tanuldsi fat, amely az Osszes dareat
tartalmazta, de az areaknak csak azt az egy V1 felé iranyd Osszekottetését, amelyik a
legnagyobb hasznossagi értékkel rendelkezett. Az igy kapott feszitéfa intuitiv médon ugy
képzelhetd el, ami azokat az utakat tartalmazza, amin egy racionalis 4gens athaladva

maximalizalna a jutalmat (barmelyik areabol V1-be jutva).

B. Kisérletes mddszerek
. Kisérleti alanyok

Kisérleteink a megfeleld etikai engedélyek birtokaban keriiltek elvégzésre, igy

mind az allatok tartasa és a beavatkozasok az eloirasok szerint torténtek. Az értekezés
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targyat képezd eredmények a sziikséges engedélyeket megkdveteld szaklapokban
kertiltek kozzétételre. A szomatoszenzoros kérgi Osszekottetéseket 6  felnott
mokusmajomban (Saimiri sciureus) vizsgaltuk, a talamokortikalis szinapszisokat 2
feln6tt rézusz majomban (Macaca mulatta), a temporalis kérgi szinaptikus boutonokat
pedig 13 emberi agybol szdrmaz6 mintan. A TNAP enzimhisztokémiai lokalizaciojat 10
felnott selyemmajomban (Callithrix jacchus), 4 valtozé postnatalis kora fiatal
selyemmajomban, 3 felndtt rézusz majomban és 10 feln6tt human agybol szarmazo
mintan (8 post mortem és 2 mitéti, 1. Tablazat) végeztiikk el. A TNAP mielinizacidoban
jatszott szerepét fénymikroszkopos szinten 16 vad és ugyanennyi génmoédositott egéren
tanulmanyoztuk, melyek életkora a sziiletést kdvetd 1-10 napot olelt fel (2. Tablazat).
Elektronmikroszkdpos szinten a mileinizaciot és a szinaptogenezist tovabbi 4-4 (sziiletést
kovetd 2, 4 és 8 napos kort) vad és génmoddositott allaton tanulményoztuk. A
génmodositas egerekben az Akp2 gén inaktivalasaval (TNAP-KO) tortént Narisawa és
mtsi. (1997) modszerével. Az allatok genotipizalasara dedikalt primerek szolgaltak
(MTNAP-3’: 5°-AGT CCG TGG GCA TTG TGA CTA-3’, mTNAP-5’: 5’-TGC TGC
TCC ACT CAC GTC GAT-3"). A kisérleti alanyok vegyesen mindkét nembdl szarmazo
egyedeket tartalmaztak.

Il. Neuroanatomiai modszerek
1. Pdlyajeldlés és 3D szinaptometria
a. Palyajeldlé anyagok és beadasok

A 6 mdékusmajmot ketamin-hidrokloriddal (10 mg/kg) elaltattuk, intubaltuk és az
emiatt fellépd nyaktermelést atropinnal (0,05 mg/kg) csokkentettiik. A koponyat
sztereotaxis késziilékbe rogzitettikk, majd ezutdn az altatast izofluran (0,9-1,3%)
inhalacioval tartottuk fent. Az életjelek (vér oxigén-telitettsége (SpO2), pulzusszam,
EKG, EEG, kilégzésvégi CO2, (ET-CO»), 1égzési frekvencia, hdmérséklet) folyamatos
megfigyelés alatt alltak. A testhémérsékletet 37,0-38,5 °C kozott tartottuk keringd
viztakar6d segitségével (Gaymar Industries, Orchard Park, NY, USA). Az allatok
kiszaradas ellen intravéndsan Ringer-laktat (2,5%-os dextr6z) oldatot kaptak a mitét alatt
(3 ml/kg/h). A kraniotomia (Bregmatol antero-posterior iranyban 6 mm és medio-
laterdlisan 15 mm) és a durotomia soran a pre- €s posztcentralis gyrussal homolog
tertiletet (M1, area 3a, 3b, 1 és 2) tartuk fel. A tovabbi t4jékozodas az agyfelszini vérerek
alapjan tortént. A beadasok pontos helyét elektrofiziologiai térképezéssel és intrinzik

optikai jel segitségével hataroztuk meg. Kétiranyu palyajeloléshez két kiilonbozd, 10K
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(anterorograd jelolési preferencia) €s 3K (retrograd jelolési preferencia) molekulastlyt
biotinilalt dextran amin (BDA) 1:1 aranyt keverékét foszfat pufferben (PB, 0,01M, pH
7,4) oldottuk (végso cc. 10% (vegyes)) (Rockland és Knutson, 2000, 2001; Li és mtsi.,
2003). A BDA keveréket 3 uA arammal, 7 masodperces be/ki ciklussal area 3b-ben a
kéreg-felszin alatt 350 um-re, 20 percen at, mig area 1-ben 350 és 750 pm mélységben,
10-10 percen at adtuk be iontoforézissel, iivegkapillarison keresztil. A BDA
beinjektalasa utan a feltart teriiletet mesterséges duraval lefedtiilk, a levalasztott
koponyacsontot visszacementeztiik, végiil a bort 6sszevarrtuk. Az allatok ébresztése utan
a posztoperativ fajdalom kezelése helyi érzéstelenitéssel tortént. Az allatokon 10-20 nap
tulélési ido elteltével (az egyes esetek részletezve: J: 10 nap, M: 14 nap, Mc: 14 nap, Mo:
16 nap, P: 10 nap, R: 14 nap, T: 15 nap, V: 20 nap) mélyaltatdsban transzkardialis
perfuzidt végeztiink. Fiziologias sooldattal (0,9 % NaCl desztillalt vizben) torténd
atmosas utan 40 percig 4 % paraformaldehidet, 0,1% glutaraldehidet és 0,2% pikrinsavat
tartalmazo PB-t (0,1 M, pH 7,3) aramoltattunk az agyban. A vizsgalni kivant teriiletet
ezutan kivagtuk a kéregbdl és 4%-0s paraformaldehid oldatban (0,1 M PB, pH 7,3) egy
¢jszakan at enyhe nyomassal kiteritve utofixaltuk.

Egy rézusz majom koponyajarol mélyaltatasban (natrium-pentobarbital, 40
mg/kg) kozvetleniil a miitét el6tt MRI felvételeket készitettiink, majd a felvételek alapjan
meghatarozott koordindtdk szerint a sztereotaxis késziilékben rogzitett koponyat az
injektalas helyén furéval megnyitottuk. A talamusz mediodorzalis magjaba egyik oldalon
iontoforézissel (5 pA, 7 s be/ki, 20 perc), a masikon nyomassal, Hamilton
mikroinjekcioval (0,06 ul) BDA-t injektaltunk (10%, PB-ben (0,05 M, pH 7,4), MW 10K,
Sigma Chemical Co., St Louis, MO). Két hét talélést kovetden az injektalt allatot és egy
masik, nem injektalt rézusz majmot, dsszesen tehat 2 allatot pentobarbitallal talaltattunk
(150 mg/kg 1i.v.), majd az agyszovetet a fentiekkel megegyez6 moddon sziven at
aramoltatva fixaltuk. Az agyat két oran at utofixaltuk, majd a kivant teriileteket tovabbi
feldolgozasra kimetszettiik. A nem mitétt allatban parvalbumin (PV) immunjel6lést

végeztiink (1d. alabb) a talamokortikalis axonvégzodések azonositasa céljabol.

b. Hisztologia (FM, EM)

A mokusmajmokbdl szarmaz6 Sl-et tartalmazoé agykérgi blokkokbdl
tangencionalis sikii metszetsorozatokat készitettiink vibratdmmal. A blokkok felszinérdl
a lagyagyhartyat, benne az agyfelszinnel parhuzamosan futé ereket tartalmazo 2x100 pm

vastagsagu metszetet gyiijtottiink a funkcionalis és anatomiai térképek illesztése céljabol.
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Ezt kovetden a BDA-jelolés térképezéséhez a blokkokbol 50 um vastagsagu metszetekbdl
110 um kihagyésaval sorozatokat metszettiink. A BDA-jelolés kimutatasara a standard
Avidin és Biotinilalt peroxidaz komplex (ABC) protokollt (Elite kit, Vector Laboratories,
Inc. Burlingame, CA, USA) alkalmaztuk nikkel-intenzifikalt diamino-benzidin (NiDAB)
(Sigma-Aldrich Kft, Budapest) kromogénnel. A sorozatokat eldszor borohidrid (1%
NaBH4 0,1 M PB-ben, 30 percig), majd H202 (1%, 0,1 M PB-ben 30 percig) oldatokkal
kezeltilk a szabad aldehid csoportok és az endogén peroxiddz aktivitds blokkolasa
céljabol. Ezt kovetden a krioprotektanssal (30%-0s cukor 0,1 M PB-ben, pH 7,4) atitatott
metszetek penetracidjat fagyasztdsos-olvasztasos technikaval noveltik, majd a
metszeteket egy éjszakan at 4 °C-on ABC-ben inkubaltuk (1:200 PB-ben, 0,1 M, pH 7,4).
A NiDAB reakci6 elvégzése utan a metszeteket ozmiummal kezeltiik (1% OsO4 és 5%
szachar6z 0,1 M PB-ben 40 percig) és felszallo alkohol sorban dehidraltuk, majd
propilénoxid kezelés utan miigyantaba agyaztuk (Durcupan, Sigma-Aldrich Kft.,
Budapest). A beagyazas jelentOsen csokkenti a metszetek torzulasat és ezaltal segiti az
egymassal, ill. a funkcionalis térképekkel torténd pontos illesztést (Kisvarday és mtsi.,
2000). A migyantaval atitatott metszeteket Hobbytime-al (Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, PA, USA) bevont targylemezre helyeztiikk, majd a szintén martott
fed6lemezzel lefedtiik.

A két rézusz majom prefrontalis kérgébdl (PFC) 60 pm vastag koronalis sika
metszeteket készitettiink vibratommal. A BDA beadas kimutatasara ugyancsak koronalis,
60 um vastag metszeteket gylijtottiink a mediodorzalis magbodl. A prefrontalis kéregbdl
¢és mediodorzalis magbol készitett metszetek kezelése megegyezett a fent leirtakkal. A
BDA-val nem injektalt, kezeletlen majombol szarmaz6 metszeteken immunhisztokémiai
modszert alkalmaztunk a PV kimutatasara (1d. alabb).

Elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz a metszetekb6l a BDA-jelolést tartalmazo

mikro-blokkokat vagtunk ki, majd migyanta blokkokra ragasztottuk és
ultramikrotommal (Reichert) 60 nm vastag (eziistds szinll) ultravékony metszeteket
készitettiink. A metszeteket Formvar-al hartydzott gridekre gyiijtottiik és 6lom-citrattal
utdfestettiik. A szomatoszenzoros kéregbdl teljes boutonokat tartalmazo sorozatokat
készitettiink. A PFC-bdl egyesével gytijtott metszeteken dolgoztunk.

A 3D-ben rekonstrualt szinaptikus boutonok 6sszehasonlitasahoz hasznalt human
minta gyogyszer rezisztens halantéklebenyi epilepszidban szenvedd férfi és néi betegek
mitéti anyagabol szarmazott (6 beteg Yakoubi és mtsi., 2019a tanulmanyabol és 7 beteg

a Yakoubi és mtsi., 2019b tanulmanyabol). A vizsgalt minta az epileptogén teriilettol
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tavoli, alsé temporalis tekervény temporo-laterdlis és temporo-bazalis régidibol lett
kimetszve. A szovetblokkokat jéghideg, 4% paraformaldehidet és 2,5% glutaraldehidet
tartalmazo, 0,1 M PB-ben (pH7,4) higitott oldatban 24-48 6ran at 4°C-on meritetve
fixaltak. A fixalas utan vibratommal 150-200 pm vastagsagi koronalis metszeteket
készitettek és a fent leirtakhoz hasonldéan OsOgs-el torténd posztfixalast, majd dehidralast
kovetden targylemezen a Durcupan ACM-be 4gyaztdk. Ezutan ultravékony
sorozatmetszeteket készitettek a célteriiletbdl, majd uranil-acetattal és olom-citrattal

kontrasztoztak.

2. Enzimhisztokémia (TNAP, CO, AchE)

a. Fénymikroszkdpia

Allatkisérletek. Az enzimaktivitas kimutatasahoz az allatokat pentobarbitéllal talaltattuk,
majd sziven keresztiil 0,1%-o0s heparint tartalmazé 0,9%-o0s sooldatot kovetden 4%-0s
paraformaldehiddel (0,1M PB-ben, pH 7,4) perfundaltuk. A koponyabdl kivéve az
fagyasztomikrotommal paraszagittalis vagy frontalis sorozatmetszeteket (40 um vagy 30
um vastagsagban) készitettiink. Két selyemmajomban és két rézusz majomban a
latokérget lefejtettiik és enyhe lapitdssal kiteritettiik, majd 30 um vastagsdgl metszeteket
készitettiink az agykérgi rétegekkel parhuzamosan. A metszeteken alterndlva alkalikus
foszfataz, citokrom-oxidaz (CO), acetilkolinészteraz (AchE) aktivitas kimutatasara és
krezil-ibolya festésre keriilt sor. A festéseket az area-hatarok azonositasara hasznaltuk az
O ¢és Ujvilagi majmokban a 1at6, hallé és szomatoszenzoros kéregben leirtak alapjan
(Luethke és mtsi., 1989; Krubitzer és Kaas, 1990b; Spatz és mtsi., 1994; Barone és mtsi.,
2000; Lewis és Van Essen, 2000b; Huffman és Krubitzer, 2001; Lyon és Kaas, 2001). A
TNAP elektronmikroszkopos lokalizaciojahoz egy fiatal selyemmajmot (posztnatalis 61.
nap) 0,1%-os heparint tartalmaz6, 0,9%-os sooldatot kovetden 4%-os paraformaldehid és
0,5%-os glutaraldehid keverékével (0,1M PB, pH 7,4) perfundaltunk. Az agy kivalasztott

részeibdl 50 um vastagsag metszeteket készitettiink vibratommal.

Human mintak. A human mintak feldolgozasat és egyéb adatait az 1. tablazat foglalja

0ssze. Nyolc mintank boncoldsbol szarmazott (39-75 éves férfiak és ndk) az Institut
Médico-Légal of Lyon (Franciaorszag), az egykori Orszagos Pszichiatriai és Neurologiai
Intézet Agybankja (Budapest) és a Semmelweis Egyetem, II. Patoldgiai Tanszék
intézetekbdl a csalad beleegyezésével vagy kutatasi célii felajanlasként. Mintaink

neuroldgiai rendellenességektél (HM1, 20100429/1NI, 20100519MM mintak) vagy
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neuro-patolégiai elvaltozasoktol mentes (HM2, 9173, 9308, 9978, 20100429/2JP mintak)
paciensekbdl szarmaztak. Az agyszovetet 2-4%-0s paraformaldehidbe (HM2, 9308,
9978, 9173), 0,1%-os glutaraldehidbe (20100429/1NI, 20100519MM, 20100429/2JP)
vagy 10%-os formalinba (HM1) egy €jszakan at meritve rogzitettiik. A diagnosztikai célu
neuropatoldgiai vizsgalatok kiilonbozé anatomiai teriiletekrél parhuzamosan gyijtott,
formalinban fixalt és paraffinba dgyazott mintak elemzésével torténtek. Kisagyi
bevérzésen (9978-as eset), a hippokampuszt ¢érintd enyhe hipoxids/ischaemids
elvaltozason (9308-as eset) ¢és vaszkularis enkefalopatian (9173-as eset) kiviil
neurodegenerativ, gyulladdsos vagy egyéb morfologiai elvaltozas nem volt lathato.

Két esetben (246- és 248-s szamu, 37 és 40 éves férfi beteg) a mintak a jobb
féltekei temporalis kérget és hippokampuszt érintd reszekciobol szarmaztak. A miitéteket
a Pécsi Tudomanyegyetem Idegsebészeti Klinik4jan végezték. A betegektdl eldzetes
irasbeli beleegyezést kaptunk. Minden eljarast a Pécsi Tudomanyegyetem Regionalis
Tudomanyos és Kutatasi Etikai Bizottsaga hagyott jova. A betegek gydgyszerre nem
reagdlo mezidlis haladntéklebenyi epilepszidban valamint a hippokampuszt érintd
szklerdzisban szenvedtek, amit nagy felbontasu (3T) MRI-vel igazoltak. Az epileptogén
gocot videds, elektroenkefalografias (skalp-elektrodakon keresztiil) mérésekkel
azonositottdk a mediobazalis temporalis teriileten. A pontos diagnoézishoz invaziv
eljarasok alkalmazasara nem volt sziikség. Kozvetleniil az eltdvolitds utan a mintakat 1,5-
2,0 mm vastag koronalis szeletekre vagtak, és 2%-0s paraformaldehidben egy éjszakan
at fixaltak. A tanulmanyunkkal parhuzamosan ugyanazon mintak kiilonbozd szeletein
hisztopatologiai vizsgilatokat végeztek’. Az éltalunk feldolgozott mintdk az also és
kozépso halantéklebenyi tekervényekbdl szarmaztak. A hisztologiai feldolgozast 60 pm

vastag vibratom, ill. 30-50 pm vastag kriosztat metszeteken végeztiik.

Fénymikroszkopos sSzinten az endogén TNAP-aktivitas enzimhisztokémiai

kimutatasahoz a metszeteket 100 mM Tris-HCl-oldatban (pH 9,5) inkubaltuk, ami 100
mM NaCl-t, 50 mM MgCl2-t, 0,53 mM nitrokék-tetrazolium-kloridot (NBT) és 0,38 mM

7 A 246. esetben a szdvettani vizsgalat a CAl piramissejtek szdmanak jelentds csokkenését és a
szomszédos prosubiculum pusztuldsat mutatta ki. End-folium szklerdzis és szemcsesejt pusztulds valamint
a parahippokampdlis gyrus cytoachtekturajanak valtozasa nem volt megfigyelhet§. A 248. esetben a
halantéklebenyi kéreg sziirkedllomanydnak szerkezete tobbnyire normadlisnak tlint, bar foltokban
mérsékelt sejtveszteség volt lathatd. A sziirke és a fehérallomany kozotti hatdr elmosddott, és szamos
neuron volt megfigyelhets a fehérdllomany mélyén. Egy preszinaptikus fehérje marker jelenléte arra utalt,
hogy e neuronok szinaptikus Osszekottetéseket l|étesitettek. Sejtpusztuldas a hippokampuszban is
megfigyelheté volt. A hilusban a neuronok normalisnak tlintek, és nem volt észlelheté glidzis. A
szemcsesejtek pusztuldsara vagy diszperzidjara utald jelek nem voltak.

43



dc_1938 21

5-bromid-4-klorid-3-indolil-foszfat, 4-toluidin sot (BCIP) tartalmazott.
Szobahdmérsékleten a reakciot 10-30 perc utin 1 mM EDTA-t és 10 mM levamisole-t
tartalmazo 10 mM Tris oldatban (pH 7,5) leallitottuk. A metszeteket Trisben Oblitettiik
¢és targylemezre huztuk.

A citokrom oxidz aktivitas kimutatdsdra a metszeteket egy ¢jszakan at

szobahdmérsékleten, sotétben, folyamatos keverés mellett 100 ml PB-re szamolva 50 mg
diamino-benzidin (DAB), 35 mg citokrom C-t, 20 mg katalazt és 4 g D-(+)-szacharozt
tartalmazé oldatban inkubaltuk, majd PB-ben mostuk. Kontroll metszeteken a reakciot
natrium-cianiddal (65 mg/100 ml reakcidoldat) gatoltuk.

Az acetilkolin-észterdz aktivitist Mesulam és Geula (1994) modszerét kovetve

mutattuk ki. Elészor elkészitettilkk az inkubdcios oldatot, ami 17,186 g maleinsav
(dinatrium s6), 147 mg natrium-citrat, 75 mg réz-szulfat és 16,4 mg kaliumferricianid
feloldasaval késziilt 1000 ml desztillalt vizben. A pH8-at 10N natrium-hidroxiddal
allitottuk be. Ezutan az oldathoz 53-106 mg acetilkolin-jodidot (MW 289,2) adtunk. Az
optimalis  koncentraciot probametszeteken allitottuk be. A nem specifikus
kolinészterazokat 7,2 mg ethopropazin (MW 348,9) hozzdadasaval gatoltuk. A
metszeteket 5-10 percig 0,1 M maleat pufferben (pH 8,0) oblitettiik, majd 1-5 6ran at (a
pontos iddtartamot kontroll metszeteken allitottuk be) a kolinészteraz oldatban
inkubdltuk. Az inkubdci6 utdn a metszeteket 0,1 M Tris pufferben (pH 7,6 ) mostuk.
Ezutan 10 perces intenzifikacio kovetkezett Tris pufferben oldott 0,008%-o0s (tomeg
szazalék) kobalt-kloriddal. Mosast kovet6en 15 perces inkibacio kovetkezett 100 ml Tris
pufferre mért 50 mg DAB-ot és 3,3 ml 0,3%-os (térfogat szazalék) hidrogén-peroxidot
tartalmazd oldatban. Végiil mosast kovetden a metszeteket targylemezre huztuk és
lefedtiik. Tovabbi hisztokémiai kontrollként specifikus AChE (BW285CSI) és nem
specifikus  butirilkolin-észteraz ~ (Iso-OMPA)  gatlokat  hasznaltunk 10* M

koncentracidban.
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1. tablazat. A kisérletben szereplé esetek részletes adatai.

Eset Kor Nem Félteke Area Post- Fixativ Metszet Festés Halal oka/
(év) (blokk mortem vastagsag patoldgia
sz.) id6 (6ra) (um)
. Formalin
HM1 45 na J area 6 (1) 10-14 10% 50 AP na
. AP
vz g na areadd 1014 prA4% 30 Niss| na
nétt (2)
My
Agyi 6déma jobb
oldal
area 9 AP torzsducok.
9173 39 F B (1); area 14 PFA 4% 40 Nissl Magas
17 (1) My vérnyomasos
kisérbetegség
altali agyvérzés.
area 19 Bronchopneumo
9308 53 N J,B (2); area 8 PFA 4% 60 AP nia/ CAl enyhe
24,32 (2) ischaemias lézid
Agyvérzés,
légzési
area 9 AP elégtelenség/
9978 69 F B (1); area 9 PFA 4% 40 Nissl korai szenilis
46 (1) My neurofibrillaris
degenericio,
Braak |
20100 area 17, PFA AP
429/1 63 N na 46, gyrus 12 4%, Glu 60 Nissl Tid6embdlia
NI precentr. 0.1% NF
area 17,

20100 24, gyrus PFA AP . .
519 75 F LB precentr. 12 4%, Glu 60 Nissl nggL‘flzlc'jés
MM gyrus 0.1% NF

postcent.
20100 . PFA AP .
429/2 63 N na  areals 12 4%, Glu 60 Nissl  Tiepatorenalis
P 46 0.1% NF elégtelenség
Temp.
kéreg: Post- AP
246 40 F J also és exeresis  PFA 2% 40 Nissl Ld. szoveg
kozépsé id6: 2-6 My
gyr- (4)
remp. P
kéreg: Post- Niss|
248 37 F J alsé és exeresis  PFA 2% 40 My Ld. szoveg
kozépsé id6: 2-6
NF
gyr. (2)

F: férfi; N: n6; J: jobb; B: bal; PFA: paraformaldehid; Glu: glutdraldehid; AP: TNAP aktivitds;
My: mielin; na: nincs informdcio

45



dc_1938 21

b. Elektronmikroszképia

Elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz a TNAP-aktivitdst Mayahara ¢és
munkatarsai (1967) modositott modszerével mutattuk ki. Szabadon uszé metszeteket 30-
60 percig 1,4 ml Tris-HCI puffert (0,2 M, pH 8,5), 2,0 ml natrium B-glicerin-foszfatot
(0,1 M), 2,0 ml magnézium-szulfatot (15 mM) és 4,0 ml telitett 6lom-citratot (pH 10,0)
tartalmaz6 oldatban inkubaltuk, aminek a pH-jat 0,1 M NaOH-al 9,4-re allitottuk be. Az
6lom-citrat reakcid utan a metszeteket alaposan mostuk PB-ben, majd a korabban leirtak
szerint ozmiummal kezeltiik, felszallo alkohol sorban viztelenitettiik és targylemezen
migyantaba agyaztuk (Durcupan ACM, Fluka, Buchs, Switzerland). A selyemmajomban
V1 area kozépsO, infra- és szupragranularis rétegeibol ultravékony metszeteket

készitettiink, végiil ezeket 6lom citrattal kontrasztoztuk.

3. Immunhisztokémia

Immunhisztokémiai modszerrel a parvalbumint és a nem foszforilalt
neurofilamentum SMI-32-t mutattuk ki egérben eléallitott monoklonalis elsédleges
anititestekkel (PV: 1:10000, Sigma; SMI-32: 1:800, Covance, Rueil Malmaison, France).
A PV-jelolést a PFC-ben a nem injektalt rézusz majomban végeztiik el, az SMI-32 festést
a human mintdkon. A masodlagos antitest loban termeltetett, biotinilalt egér elleni IgG
volt (1:500, Vector Laboratories). A reakciot szabadon uszd metszeteken végeztik. A
borohidrides majd peroxidos kezelést (a fent leirtak szerint) és PB-ben torténé mosast
kovetden a nem specifikus kotdhelyeket PB-ben higitott, 2% normal 16 szérummal
blokkoltuk, majd intenziv mosast (PB-ben), és a masodlagos antitestet tartalmazé PB
oldatban torténd inkubaciot kovetden a kotOhelyeket a fent részletezett ABC-DAB
protokoll szerint tettiik lathatova. A majombol szarmaz6 metszeteket ezutan a korabban
leirt médon miigyantaba dgyaztuk. A human mintakbol szarmazo metszeteket ugyancsak

a mar emlitett médon targylemezre huztuk.

4. Mielin festés

Milein festést a Gallyas altal modositott protokoll szerint végeztiik el (Gallyas,
1979). A metszteket 1 oOran at eziist-nitrat oldatban inkubaltuk, majd 0,5%-0s
ecetsavoldatban oblitettiik, ezutan frisen készitett hivo oldatban hagytuk, ami utan ismét
0,5%-0s ecetsavoldatban  Oblitettiik  mieldtt  0,2%-0os  kalium-ferrocianidban
differencidltuk. Ezt a Iépést haromszor megismételtilk, mieldtt a reakcioterméket

tioszulfatban fixaltuk, majd a metszeteket dehidrataltuk és targylemezre hiiztuk.
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5. TNAP-KO egerek vizsgdlati mddszerei

A gerincveld fénymikroszkopos vizsgalatdhoz 16 vad tipusa (WT) és ugyanennyi
génmodositott (KO) egeret, amelyek sziiletés utani kora 1-10 nap volt (P1-P10; 2.
tablazat), transzkardialisan perfundaltaunk 0,1 M foszfatpufferben (PB; pH7,4) oldott 4
% paraformaldehidet tartalmazé fixaldszerrel. A nyaki gerincveldi szakaszbol 40 um
vastag koronalis metszeteket készitettiink fagyaszté mikrotommal. Szomszédos
metszeteken milein és krezil-ibolya festést, valamint TNAP enzimhisztokémiai
kimutatast alkalmaztunk.

Az elektronmikroszkopos elemzésekhez 4-4 kiilonb6zé posztnatalis korbol
szarmazd (P2, P7 ¢és P8) vad és TNAP-KO allatot hasznéltunk, amelyeket
transzkardialisan perfundaltunk 4% paraformaldehidet és 2% glutaraldehidet tartalmazo
fixaloszerrel (0,1M PB, pH7.4). A nyaki gerincvel6bdl korondlis, mig a parietalis
kéregbdl paraszagittalis sikban 60 pum-es metszeteket készitettiink vibratommal. A
metszeteket PB-ben mostuk, ozmifikaltuk, felszalld etanol sorban dehidrataltuk, és
Durcupan ACM-be (Fluka, Buchs, Svijc) agyaztuk be targylemezen. A vizsgalatokat
ultramikrotommal (Reichert) készitett 1 um vastagsagi fél- és ~60 nm vastagsagu
ultravékony metszeteken végeztiik toluidin-kék azar II-vel (félvékony metszeteken),

illetve 6lom-citrattal (ultravékony metszeteken) torténd festést kvetden.

2. tablazat. A fénymikroszkopos mérésekhez kiilbnb6z6 posztnatdlis életkorban (P1-
P10) haszndlt egerek és metszetek (zdrdjelben) szama. WT: vad tipus, KO: TNAP gén
(Akp2-/-) inaktivdcio

Kor WT KO

PL  1(4) 1 (4)

P2 2(11) 2(15)
P4 2(20) 3(30)
P6  2(19) 2(16)
P7 3(28) 3(29)
P8  4(46) 3(27)
P10 2(19) 2(18)
Ossz. 16 (147) 16 (139)

Tovabbi hagyomanyos fénymikroszkopos festési eljarasokat, igy krezil-ibolya és
toluidine-kék azur II festéseket alkalmaztunk fent leirt hisztologiai modszerekkel kezelt
parhuzamos metszeteken az agykérgi areak é€s -rétegek valamint a gerincveld hataranak

azonositasara.
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6. Adatelemzés

a. A BDA-jelolés elemzése: retrograd slrlségtérképek készitése és anterograd
axonfoltok azonositasa

A BDA-jelolést Neurolucida (MicroBrightField Europe, E.K. Magdeburg,
Németorszag) programmal térképeztiik fel egy motorizalt targyasztallal (MultiControl
2000, Mairzhduser Wetzlar, Wetzlar, Németorszag) felszerelt Olympus kutato
mikroszkdp segitségével. A retrograd jeldlt sejttestek eloszlasat 10x €és 20x, mig az
axonalis rostokat (anterograd jelolés) 20x és 40x objektiv nagyitassal rekonstrudltuk. A
terminalis axon eldgazodasi foltokat (AF) 10x ¢és 20x nagyitassal, egyesével
azonositottuk, és minden egyes metszeten kiilon-kiilon kdrvonalaztuk. Az AF-k méretét
a Neurolucida Explorerrel mértiikk a Feret maximum ¢és Feret minimum fiiggvények
segitségével. A Feret-atmér0 egy zart kontur atmérdje, mintha mérokorzével mérnénk;
szabalytalan alakzatok méretének jellemzésére alkalmas. Az 6sszehasonlitd elemzéshez
az atlagot az AF legkisebb atmérdje altal meghatarozott Feret-minimum és a legnagyobb
atméré altal meghatarozott Feret-maximum értékekbdl szadmoltuk. A boutonok
stiriségeloszlasanak kvantitativ elemzése rendkiviil hasznos moddszer az agykérgi
kapcsolatok funkcionalis specificitasanak feltarasara (Kisvarday és mtsi., 1997; Buzas és
mtsi., 2006). A hivatkozott tanulmanyokban a jel6lt boutonok teljes szama
meghatarozasra keriilt a lokalis, horizontalis axonok mentén. Ez a megkdzelités azonban
nem kivitelezhetd nagy teriileteken végzett mérések esetében, mint amilyeneket mi
végeztiink; ezért a boutonok siirliségét meghatarozott régiokban, amelyek vagy
potencidlis célteriiletek voltak, vagy nem tartalmaztak BDA-jel6lést, mintavételezéssel
mértiik.

A boutonok sftirliségét a BDA-jelolés szempontjabol 3 kiilonbozd régidoban
hasonlitottuk  6ssze: 1) axonfoltokban, 2) tavoli Osszekottetéseket 1étesitd
axonnyulvanyokat tartalmazo teriileteken és 3) és olyan teriileteken, ahol sem retrograd
sem anterograd jelolést nem talaltunk a metszeteken. Az igy azonositott teriileteken
harom szomszédos 50 um?-es négyszogben (azaz 150 pm?-en), 100x-os objektivvel a
metszet teljes mélységében megszamoltuk a boutonokat. Az axonfoltokban a
sorozatmetszeteken atfedo teriileten végeztiik a mintavételezést az erek, perikaryonok és
dendrit nyulvanyok elkeriilésével. Ezeket a kritériumokat a t6bbi régidban is figyelembe
vettiik a mintavételezés soran. Az Sl-ben area 3b beadast kdvetden 18624 boutont
szamoltunk meg 49 régioban (18 AF, 16 atmend rost, 15 retrograd jelolés nélkiil), mig

area 1 beadast kovetéen 3712 boutont szamoltunk 37 régioban (19 AF, 14 atmend rost, 4
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retrograd jelolés nélkiil). Az alapvonal meghatdrozasdhoz a mintavételek tobb mint fele
AF-on kiviili terililetr6l szarmazott. A boutonok siiriségét az atlaggal és szoérassal (SD)
hasonlitottuk 0ssze a kiilonboz6 régiok és areak kozott.

A retrograd strtségtérképeket Voronoi-tesszellaciojaval hoztuk létre 2
dimenzioban  (Minciacchi  és  mtsi.,  2009) (rovid  attekintésért  Id.

http://mathworld.wolfram.com/VoronoiDiagram.html vagy

http://en.wikipedia.org/wiki/\Voronoi_diagram), sajat Python programozasi nyelven irt

szoftverrel. Egy ponthalmaz (BDA-jel6lt neuronok) esetében ez az eljaras egy teriiletet
poligonokra oszt, ahol a poligon hatara kdzelebb van egy "magponthoz" (retrograd jelolt
neuron), mint barmely masik pont (BDA-jel6lt neuron); az idegsejt-stirliséget ezutan e
poligonok teriilete alapjan szamoltuk ki. A sorozatmetszetek kozotti tavolsagot figyelmen
kiviil hagytuk, ¢s a feltérképezett jelolést egyetlen sikba vetitettiikk. A Voronoi-teriiletek
forditottan aranyosak a BDA-jelolt neuronok striiségével. A kétdimenzios stirliség-
térképek Osszehasonlitasahoz a Voronoi-teriiletek logaritmusait atlagoltuk, majd az
atlagtol valo eltérést a nagy egyedi eltérések kikiiszobolése érdekében szorasegységekben
(SD) abrazoltuk sziirkearnyalattal, vagy szinkdéddal. A BDA beadasi hely kortili 250 um
atmérdju jelolést kihagytuk az elemzésekbdl. A BDA-val jelolt struktardkrol Olympus
BX51 mikroszkdpra szerelt digitalis kameraval (Olympus DP50) készitettiink képeket. A
kontrasztot és a fényerdt sziikség szerint allitottuk, és a képeket Adobe Photoshop (Adobe
Systems, San Jose, CA) programban szerkesztettiikk abrakka. A képeket a kontraszt és

fényerd javitasan kiviil mads modon nem manipulaltuk.

A retrograd jelolés oldaliranyu kiterjedése. A \Voronoi-siriiségtérképek foltos,
szigetszerli megjelenése nem tette lehetdvé az azonos siiriségli teriiletek egyértelmii
lehatarolasat és igy pozicidjuk és kiterjedésiik pontos meghatdrozasat. A retrograd jel
kiterjedésének mérésére Gauss-eloszlason alapuld kernel-simitast alkalmaztunk. A
Gauss-simitast sajat és masok megfigyeléseire alapozva valasztottuk, miszerint a jeldlt
neuronalis struktrak stirlisége beadasi hely koriil Gauss-szerli eloszlast mutat (Barone és
mtsi., 2000; Buzas és mitsi., 2006; Horvat és mtsi., 2016). Hasonloképpen a tavoli
interarealis kapcsolatok retrograd jeldlése is Gauss-szerl eloszlast eredményez (Barone
€s mtsi., 2000). Kernel stirtiségelemzéssel lehetévé valt a kiillonbozo stirtiségii retrograd
jelolést tartalmazo teriiletek koriilhatarolasa mind az injektél és a szomszédos areaban. A

kernel slirliség-térképeket a kovetkezoképpen szamoltuk ki. El6szér a neuronok

crcr
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teriilet = 1800x1800 um?), majd ezek utdn a legnagyobb siirtiségii értékre normalizaltuk
az eloszlas értékeit, igy lehetové téve az Osszehasonlitast az allatok kozott. A kapott
,surtségtérkép” relativ, a térbeli strliség eloszlast mutatja a teriilet maximalis

stiriségéhez képest.

Dmap (x, y) = f G (x,» y,» U) z 6 (xneuronj —X— X’, yneuronj —-Y- y’) dx’dy’

ahol Dmap: stiriiségtérkép, G (x, y, o): Gauss eloszlas, ahol p: (x, y) és o; d (x, y): Dirac-
delta fiiggvény. %3 normalizalt Dmap fliggvény. Mivel a normalizalt stiriiségértékek
sz¢les értéktartomanyban valtoztak (csak néhany kis teriilet volt nagy, 1 kozeli stirliségi,
masok nagyon alacsony értékeket mutattak), a stiriségértékek logaritmusat hasznéltuk a
szemléltetés megkonnyitésére. A logaritmalt siiriségértékeket szinkoddal jeldltik, a
legstirtibb tartomany [-0,5 - 0] volt, a méasodik legstriibb [-1,5 — -0,5] értékek kozé estek
és igy tovabb. Nyolc kiilonbozo surtségértéket szamoltunk ki, ezekbdl a négy
legmagasabb értéket hasznaltuk az elemzésben, amibdl a legkisebb siirliség log érték
tartomany [-3,5 —-2,5] volt, a legnagyobb siirliségtartomany 0,78-3,1%-a.

A stirliségtérképeket a metszetek teljes sorozatanak egy sikba vondsaval
szamitottuk ki, figyelmen kiviil hagyva a kérgi mélységet. A kernel stirtiségtérképeken a
retrograd jelolés kiterjedését az atlagos Feret-atmérdvel és teriilettel mértiik MATLAB

(Mathworks, Natick, MA) vagy ImageJ (NIH, Bethesda, MD) segitségével.

Az anterograd jeldles lateralis kiterjedeése. A két kiilonbozo areaba torténd BDA-beadas

utan (2x3 eset) az anterograd jelolés kiterjedését az injektalt agykérgi teriilet specifikus
célteriileteinek szamitd axonfoltok eloszlasaval tanulmanyoztuk. A legsiirlibb BDA-
jelolést, azaz a kitlintetett célteriileteket a sorozatban egymast koveté metszeteken azonos
lokalizacioji, 2D-ban atfedd AF-csoportok (AFCS) azonositdsaval vizsgaltuk; az
anizotropia méréseket kivéve a "maganyos" foltokat kihagytuk az elemzésekbdl.
Mindenek elétt MATLAB programmal meghatadroztuk a termindlis arborizaciok
tomegkozéppontjat. Az anterograd  jel6lés  tangenciondlis  kiterjedésének
meghatarozasahoz kiszamitottuk: 1) az AFCS-ok tomegkozéppontjanak szomszédjaitdl

vett atlagos tavolsagat a Neurolucida Explorer legkdzelebbi szomszéd (nearest
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neighbour) funkcidjaval (csak a legkozelebbi szomszéd tavolsagat veszi figyelembe) és
2) az AFCS-ok tomegkozéppontjanak atlagos tavolsagat intra-arealis jelolés esetén a
BDA beadas helyétdl, illetve inter-arealis jelolés esetén a kernel-térképeken a legnagyobb
stiriségili retrograd jelolés tomegkozéppontjatol. Ehhez kapcsolddoan fontos figyelembe
venni, hogy a legnagyobb kernel-stiriségli inter-arealis régio tomegkozéppontja az
B.l. fejezet). Az AFCS-ok és a retrograd jelolddés siirliségének térbeli kapcsolatat a
kernel stirtiségtérképen a kiilonb6zo stirliségti (minden értéket figyelembe véve, nemcsak
a négy legnagyobbat) régiokban talalhato AFCS-ok szamanak eloszlasaval vizsgaltuk.
Ehhez minden egyes teriileten a kiilonb6z6 kernel-striségli régiokat azzal a legnagyobb
értékkel kezdve rangsoroltuk, ahol AFCS-atfedést talaltunk. Az atfedés mértékét

strtiségértekek fliggvényében adtuk meg.

A retrograd jelolt neuronok térbeli csoportosuldasanak meghatdarozasa. A retrograd jelolt

neuronok kompartmentalizaciojat a siirliség-fiiggd térbeli klaszterezés modszerével
(DBSCAN, https://en.wikipedia.org/wiki/DBSCAN, Ester és mtsi., 1996) vizsgaltuk, ami
a kozeli pontokat egy csoportba sorolja. Azonban a klaszterek azonositasa helyett a
klaszteresedés tendencidit hasonlitottuk Ossze a kiillonbozo afferens palydk esetén. A
DBSCAN eldnye, hogy nem igényel feltételezést a klaszterek szamaval kapcsolatban,
nem érzékeny a klaszterek méretére, alakjara vagy lokalizacidjara, ami eldnydsebbé teszi
mas rekeszméret (binning) meghatarozason alapulé vagy K-kozép (K-means)
klaszterezési technikakkal szemben. Konkrétan a klaszterméret-eloszlast €s a variabilitast
hasonlitottuk 6ssze. A DBSCAN-hez sziikséges egy hossz paraméter megadasa, ami
meghatarozza egy pont és egy bizonyos szamu (esetlinkben 3) legkdzelebbi szomszéd
kozotti maximalis tavolsagot. A legrovidebb hosszparamétert 4 um-re allitottuk, amelyet
fokozatosan 8 pm-es ugrasokkal noveltik 700 pum-ig. Azok a pontok keriilnek egy
klaszterbe, amik koré a hosszparaméter altal megadott atmérdjii koroket rajzolva azok
atfednek. Tanulmanyunkban a klaszterezést a hosszparaméter fiiggvényében vizsgaltuk,
nem pedig egyetlen konkrét értéket kivalasztva, elkeriilve ezzel a DBSCAN egyik 6
hatranyat. A klasztersliriség variabilitasat két modszerrel vizsgaltuk: 1) a klaszterek
szamanak meghatarozasaval, figyelmen kiviil hagyva azok méretét, és 2) a klaszterméret-
eloszlasok Osszehasonlitdsdval. A méretet a klaszteren beliili neuronok szdma hatarozta
meg. Az eloszlas variabilitasat az egyes hosszparaméterekhez tartozé entropia értékével

definidltuk. Az adott méretii klaszterek szamat N; irja le, tehat az esélye, hogy egy random
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valasztott klaszter s mérettel rendelkezik: p(s) = Ng/Y.x Ni. Az entropiat ezutin ebbdl
a valoszinliségi eloszlasbol szamoltuk ki a kdvetkezOképpen: H = — Y, (ps * log,(ps)).
A kiilonboz6 BDA-beadasokbdl (azaz 2x3 eset) mért eloszlasok medidnjat kiilon

vizsgaltuk az intra-arealis €s inter-arealis jelolés esetében.

Anizotropia szamitas. Az anizotropiat Sincich €s Blasdel (2001) nyoman szamitottuk ki

kiilon az intra-aredlis és inter-aredlis jelolésre. Az anizotropia a neuronok vagy az
egyediilallo AF-ok tomegkozéppontjai és a beadasi hely (intra-aredlis jelolés) vagy a
homotop areaban a kernel stiriségtérképen legstiriibben jelolt teriilet tomegkdzéppontja
(inter-arealis jelolés) kozti sugar értékek atlag vektora. Az atlag vektor hossza az eloszlas
mutatja. Az anizotropia értéke (rn) 0, ha a jelolt strukturak szimmetrikusan, kor alakban
helyezkednek el a kdzpont koriil és 1, ha egy vonal mentén oszlanak el. Az anizotrdpia
vektor szogét a 3b és az 1 aredk kozotti hatarvonalhoz viszonyitva adtuk meg, mert ez az

ImagelJ és/vagy MATLAB segitségével végeztiik.

Boutonok nélkiili, vastag axonok térképezése. A BDA-jeldlt, horizontalisan futd vastag

axonalis rostokat Neurolucidaval térképeztilk fel, majd Neurolucida Explorerrel
polarkoordinata rendszerben abrazoltuk az eloszlasukat. Az egyes esetek koordinata
rendszereit a beadasi areak szerint szétvalasztva (3-3 eset), a beadasi helyeket, mint
kozéppontokat hasznalva egymadsra illesztettilk. Ez a mddszer lehetvé tette a jeldlt,
tertiletek kimetszését kovetden elektronmikroszkopos modszerrel megvizsgaltuk az

axonok mielinizaltsagat.

b. Szinaptometria

Talamokortikalis szinapszisok morfometridaja a PFC-ben. Serkent6 jellegii, Gray

I. tipust BDA-jel6lt vagy PV-immunopozitiv axonvégzddések szinaptikus kapcsolatairol
20K nagyitassal elektronmikroszkopos fényképeket készitettiink. A dendrittiiskéket és
dendriteket ultrastrukturalis kritériumok alapjan azonositottuk (Peters és mtsi., 1991). A
dendrittiiskéket méretiik (0,3-1,5 pum atmérd), a tliskeapparatus jelenléte, valamint a
mitokondriumok ¢és mikrotubulusok hianya segitségével ismerhet6 fel. A dendriteket
nagyobb méretiik (0,5 pm vagy nagyobb &atmérd), valamint mikrotubulusok ¢és

mitokondriumok megléte alapjan azonositottuk. A bouton és dendrittiiske méretet
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valamint a posztszinaptikus stiriség (PSD) hosszat egy Neurolucida rendszerhez
(MicroBright-Field, Colchester, VT) csatlakoztatott digitalizalé tabla segitségével
mértiik. A boutonok és a posztszinaptikus dendritek méretének meghatarozasahoz a Feret
maximum ¢és minimum értékek atlagat hasznaltuk. A boutonok teriiletét a
mitokondriumok altal elfoglalt teriilettel csokkentve is 0sszehasonlitottuk.

A szinaptikus boutonok térképezése és 3D rekonstrukcioja a szomatoszenzoros és

temporalis kéregben. A pélyajelolésre hasznalt 6 selyemmajom beagyazott metszetein az

EM feldolgozas céljabdl torténd disszekcidt megeldzden az 0sszes nagyméretii BDA-
jelolt bouton eloszlasat feltérképeztiik fénymikroszkoppal a Neurolucida program
segitségével, hogy meghataroztuk az arean beliili és az inter-aredlis eloszlasokat. Az
injektalt aredban csak a tavoli intrinzik boutonokat térképeztiik fel, mivel a stirli NiDAB-
csapadék megakadalyozta a térképezést a beadés koriili ~ 500 pum 4tmérdjli teriileten. A
térképezéshez csak az 1 um-re (ami az FM felbontési hatara koriil van) beallitott kurzor
méreténél nagyobb BDA-jel6lt boutonokat valasztottuk ki 40x és 100x objektiv nagyitast
alkalmazva. Bar az agykérgi axonvégzddések altalaban kicsik, 1 um-nek megfeleld vagy
anndl kisebb atmérdjiiek, a nagy végzddések atmérdje meghaladhatja az 1 pm-t (1d. sajat
eredmények és Anderson és mtsi., 1998; Anderson és Martin, 2006, 2009; Covic és
Sherman, 2011; Innocenti és Caminiti, 2017). Az 1 um-es mérethatar megvalasztasa
megkonnyitette a nagy boutonok kivalasztasat és fénymikroszkopos feltérképezését, és
segitett csokkenteni a szdmos 2. tipusi bouton torzitd hatasat az teriileti eloszlas

eredményére.

A human temporalis kérgi szinaptikus boutonokat digitalis képsorozatokbdl az
OpenCAR (Contour Alignment Reconstruction; részletekért lasd Sétzler és mtsi., 2002)

szoftver segitségével rekonstrualtik.

c. TNAP lokalizacié meghatarozasa

Réteg-lokalizacio human mintdkon. Az optikai denzitast (OD) a vizsgalni kivant

teriilen a kéregfelszint a sziirke és fehéralloméany hataraval Osszekotdé vonal mentén
elhelyezett négyszogletes aredban (50 pm X 1000 um) mértiik. Az OD referenciaszintet
(alapvonal) a vizsgalt metszet mellett mértiik a targylemezen. A méréseket ugyanazon
agykérgi teriilet legalabb harom kiilonb6z6 metszetén (HM2, 9308, 9978, 246, 248) vagy
ugyanazon metszet harom kiilénbozé helyén (HMI1, 9173) végeztiik. Az OD-mérések
szamat az egyes agymintak agykérgi vastagsdganak méretéhez igazitottuk, és igy 36 és

78 kozott valtozott. Az egyéni és regionadlis eltérések kikiiszobolése érdekében az
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adatokat a sziirkedllomanyban mért maximalis OD-értékre normalizaltuk, és a
lokalizaciot a teljes kérgi mélység szazalékaban fejeztiik ki. Az OD-értékeket az agykérgi
mélység fliggvényében abrazoltuk, ami a TNAP-jel6lt metszeteken egy harang alaku
gorbét eredményezet, ami magas korrelacios egyiitthatoval (0,75 < R? < 0,99) illeszkedett
a Gauss valdszintiségi eloszlasfiiggvényhez. Az illesztés lehetdvé tette a gdrbe csticsanak
(amplitddo) és félmagassagban vett szélességének meghatdrozasat (Origin 6.1®,
OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). A 4. réteg felso €s also hatarat a Nissl-
festés segitségével mértilk meg a metszeteken a Mercator szoftver (Explora Nova®)
segitségével, hogy meghatarozzuk a vastagsagat és relativ helyzetét a kéreg mélységében.

A génkiiités hatdsa a mielinizdciora és a szinaptogenezisre. Fénymikroszkopos

elemzés. A képelemzést Mercator szoftver (Explora Nova®) segitségével végeztik egy
CCD-kameraval felszerelt, Leica DMR mikroszkoppal készitett képeken. A gerincveld
fehérallomanyanak szazalékos aranyat 7 kiilonb6zo posztnatalis életkorban (P1, P2, P4,
P6, P7, P8 és P10) hataroztuk meg a WT és KO egerekben allatonként tobb, mielin
festéssel kezelt metszeten végzett mérésekbdl (2. tablazat). A teljes gerincveld és a
sziirkedllomany keresztmetszeti teriiletét kézzel korbehatdroltuk, igy az értékeket
automatikusan megkaptuk. Ezekbdl az adatokbol a fehérallomany szazalékos értékét a
teljes keresztmetszeti teriiletre vonatkoztatva hataroztuk meg. A novekedési iitemet ugy
szamoltuk ki, hogy az 1. posztnatalis napon (P1) mért keresztmetszeti teriilet értékét
kivontuk az adott posztnatalis napon mért értékbdl, és elosztottuk a P1 értékkel.
Elektronmikroszkopos elemzés. A mérések digitalis EM képeken torténtek az
ImageJ (Rasband, 1997-2011) és az analySIS (Olympus) képelemz6 programokkal. A
gerincveldben a vad és TNAP-KO 4llatokban a 3 kiilonb6z6 osztalyba (1., 1., 1., leirast
Id. Eredmények, D.IL.2.a. fejezetben) sorolt mielin hiivelyes axonok szamat az
ultravékony metszetek 64 pm?-es teriiletén szamoltuk meg mind a 6 kiilonbdzd esetben
(P2, P7, P8 a WT-ben és a KO-ban, esetenként egy allat) 20K nagyitason, a nyaki
szakaszon a ventralis fasciculusbol készitett 50 (25 jobb és 25 bal oldali, 5sszesen 64pum?
latotér) képen. Véletlenszerlien kivalasztott, kiilonboz6 tipusi mielinizalt axonok
keresztmetszeti teriiletét postnatalis 7. napon két KO és két WT egérben mértiik
allatonként 30 darab, 20K nagyitast elektronmikroszkopos felvételen. Az axonokat (3
axon/kép mind a harom tipusbol) a képeken egy 2x2 pm?-es racs véletlenszeriien
kivalasztott négyzeteiben mintavételeztik (Osszesen 30%x4x3x3=1080 axon). A
kovetkezd valtozokat mértiik: 1) a mielinizalt axonok teljes keresztmetszeti teriilete

(mindharom osztaly), 2) a csupasz axon keresztmetszeti teriilete (mindegyik csoport), 3)
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az axonok kortili oligodendrocita nytlvanyok keresztmetszeti teriilete (L., II. osztaly) és
4) a mielinhiively keresztmetszeti teriilete (II., III. osztaly). A teriileteket kézzel
hataroltunk korbe. Végiil a mért teriiletek négyzetgyokével kiszamitottuk a g-aranyt (az
axon ¢és a teljes, mielines rost teriiletének aranya a keresztmetszeteken), majd elvégeztiik
a statisztikai 6sszehasonlitasokat.

A szinaptogenezist 6 allat (P7-ben 2 KO és 2 WT, valamint csoportonként egy
egér P8-ban) parietalis kérgében elemeztilk a szinaptikus kapcsolatok 2 csoportba
sorolasaval. FErett szinapszisoknak tekintettiik azokat, amik jol fejlett pre- és
posztszinaptikus membran specializacidval, egyértelmiien azonosithat6 szinaptikus réssel
¢és szamos szinaptikus vezikulaval rendelkeztek. Az éretlen szinapszisokat vékony és kis
kiterjedésii szinaptikus membran specializacio valamint a szinaptikus vezikulak hianya
vagy alacsony szama ¢és elszort eloszlasa jellemezte (6. abra) (Li és mtsi., 2010). A
szinapszisokat 20K nagyitdson allatonként 50 elektronmikroszképos felvételen
szamoltuk meg. Annak megerdsitésére, hogy a szinapszisok osztilyozdsa nem egy
érint6leges metszési sik eredménye, 11 KO és 7 WT szinapszist sorozatmetszetek alapjan

3D-ben rekonstrudltunk a Reconstruct szoftver (Fiala, 2005) segitségével.

Ahol kiilon nem emlitettiik a digitalis kameraval rogzitett mikroszkopos képek
feldolgozasdhoz az ImageJ (NIH, Bethesda, MD) és Adobe Photoshop (Adobe Systems,
San Jose, CA) programokat hasznéltunk. A statisztikai elemzés és mas adatfeldolgozas
MS Excel, Statistica (StatSoft) MATLAB (Mathworks, Natick, MA) és Python

programokkal tortént.

lll. Monokularis deprivacio

Két 3 hénapos selyemmajomban monokularis vizualis deprivaciot végeztiink 14
napon at, a 67. postnatalis naptol a 81. napon tortént perfiizidig. A deprivaciot altatdsban
végeztiik xilazin/ketamin (5 mg/kg, illetve 25 mg/kg) 1:5 ardnyl keverékével, helyi
érzéstelenitéssel (xilokain) kiegészitve. A szemgolyot atlatszatlan lencsével (Dencott
Laboratories, Franciaorszag) fedtiik le egy csepp komfortgéllel, €s a felso, €és az also
szemhéjak Osszevarrasaval rogzitettiik. A nazalis végen egy kis nyilast hagytunk a
konnyelvezetés és a napi Bl2-vitaminos szemmosas céljabol. A miitétet kovetden
varratot és a szemhéjakat antibiotikumos kendccsel (oxitetraciklin) bekentiik.

Egy rézusz majomban a monokularis deprivaciot tetrodotoxin (TTX) intraokuléris

injekcioval idéztiik eld, amely blokkolja a Na-csatorndkat és kovetkezésképpen a retindlis
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akcios potencialok kialakulasat (Stryker és Harris, 1986). Miutan az allatot ketaminnal
(25 mg/kg) elaltattuk, 10 pul TTX-oldatot (1,6 pg/ul) injektaltunk inzulinos fecskenddvel
(29G) a szemkamra felso részébe, a szaruhartyatdl 1 mm-re. Az éllatot 5 nap utan, amely

idészakban pupillareflex nem volt megfigyelhetd az injektalt szemben, talaltattuk.

IV. Neurofizioldgiai mérések
1. Ingerlés

A szomtotopias térképezéshez az altatott selyemmajmok miitéti oldallal ellenkezd
oldali kézfeje a kézhaton, a kormok feldli oldalon tenyérrel felfelé, gyurmaban kertilt
rogzitetésre. Ez lehetové tette a szortelen borfeliiletii ujjbegyek valamint a tenyér ujjak
tove koriili részének ingerlését. Az ingerlés egy hurkapalcaval és von Frey szorokkel
lokalizacioja és a receptiv mez6 (RF) tulajdonsagok meghatarozasa vibrotaktilis
ingerléssel tortént. E célbdl egy 2 mm atmérdju teflon rudacskat illesztettiink az ingerelt
ujjbegy borfelszinére. A teflon rad egy piezokeramikus egységhez (Noliac, Kvistgaard,
Denmark) volt rogzitve, amit egy komputer-vezérelt Grass 88 ingerl6 (Grass-Telefactor,
West Warwick, RI) miikodtetett. A taktilis inger 3 masodperces, 8 Hz-es
négyszogimpulzus-sorozatokbol allt (impulzus id6tartama 30 ms, amplitidoja 0,48 mm).
Az ingereket 40-50 tesztsorozatbdl allo blokkokban adtuk. Az ingermentes (blank)
idészakokban a teflon rid finoman érintkezett a borrel.

Néhany esetben a héérzékenységet is meghataroztuk egy Peltier-hdszonda borre
helyezésével, a homérsékletet masodpercenként 18 °C/s-al emeltiik a 33 °C-0s

alaph6mérsékletrél egy 3 masodperces id6tartamt 49 °C-os platohémérsékletre.

2. Elektrofizioldgiai térképezés

Az elektrofiziologiai térképezést a sulcus centralis lateralis végét anatomiai
tajékozodasi pontként hasznalva volfram mikroelektrodaval a fels6 agykérgi rétegekben
aktivitast kivalto borfeliiletet kezdetben hurkapalcaval, majd von Frey szérokkel végzett
tapogatassal azonositottuk a tiizelési aktivitas kihangositasaval.

Az area 3b jellemzbéen kozvetleniil a centralis sulcus eldtt talalhatod, tdle
kaudalisan huzodik az area 1, mig az area 3a az area 3b el6tt helyezkedik el (Chen és
mtsi., 2001; Friedman és mtsi., 2004, 2008; Sur és mtsi., 1982). Az egy- és soksejt

aktivitas mérésével az area 3b-t az egyetlen ujjra lokalizal6do, kis RF €s a finom érintésre
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adott erdteljes valaszok alapjan azonosithattuk. Area 3b-vel dsszehasonlitva area 1-ben a
RF-k nagyobbak voltak, gyakran t6bb ujjra is kiterjedtek. Az area 3b és 1-ben a disztalis
ujjbegy reprezentaciok kozotti kérgi teriileten a kozépsO ujjpercek és a tenyér
reprenzentacioja talalhato. A 3a/3b hatart a disztalis ujjbegyek cstcsukra
tilkdrszimmetrikus (cstcs-a-csticshoz) reprezentdcioja valamint az area 3b-re jellemzd
bérreceptor aktivacio helyébe 1épd, area 3a-ra jellemz0 iziileti mozgasokra akivalodo
mély receptorokbol szarmazé jelek azonositottdk. Area 3a-ban az idegsejtek gyakran
nagy, nem meghatarozott specificitasa RF-vel rendelkeztek.

Bar wjvilagi majmokban az area 2 megléte nem teljesen tisztazott (Kaas, 2004),
tanulmanyunkban az area 1-t6l kaudalisan talalhatd szomszédos teriiletet area 2-vel
azonositottuk a mokusmajmokban. A két teriilet hatarat ugyancsak a ,,ujj hegy-az-ujj
hegyhez” disztalis ujjbegy reprezentaciok és az altatisban az area 2-re jellemzd
borreceptor ingerléssel nehezen vagy nem ingerelhetd tulajdonsag alapjan hataroztuk
meg (Pons és mitsi., 1985; Pons és Kaas, 1986). Area 2-ben az idegsejtek nagy, gyakran
az egész kezet lefedd RF-el rendelkeztek. A nagy RF és a proprioceptiv ingerlésre valo
¢és 2-ben (Iwamura és Tanaka, 1978; Iwamura és mtsi., 1993; lwamura, 2000; Huffman
¢és Krubitzer, 2001; Padberg és mtsi., 2005). Hoérzékeny idegsejteket gyakran talaltunk

area 3a-ban és esetenként area 2-ben is (Tommerdahl és mtsi., 1996; Chen és mtsi., 2009).

3. Az intrinzik optikai jel detekcidja

Az intrinzik otikai jelhez (IOS) a felvételek 630 nm-es megvilagitassal késziiltek
egy optikai kamran keresztiil CCD kameraval egyrészt egy CortiPlex program alatt futd
Redshirt Imaging System (Redshirt Imaging, Decatur, GA), masrészt egy Imager 3001
(Optical Imaging, Germantown, NY) rendszer alkalmazasaval. A javarészt az agykéreg
fels6 500 um-¢ébdl szarmazo visszavert fényt makroszkopos tandemlencse kombinacion
keresztiil detektaltuk (Ratzlaff és Grinvald, 1991). A késobbi tajékozodast (1d. térképek
illesztése) segitd agyfelszini véredénytérképrél 570 nm-es megvildgitassal késziilt
felvétel. A taktilis ingereket véletlen modon kevert blokkokban prezentaltuk, ahol a
blokkok 4 kondicidt tartalmaztak (pl. egyetlen ujjon a proximalis, kozépso vagy disztalis
részek, ezt kovetden ingermentes szakasz; vagy, pl. a D2, D3 és D4 ujjak disztélis ujjbegy
ingerlése €s azutan az ingerentes peridodus). Kondicionként 40-50 tesztsorozat adatait
gytjtottik. Az I0S felvételek 200 ms-al az ingerlést megeldzden indultak, 5 kép/s

felbontassal késziiltek 4 masodpercen at. Az ingerek kozt 8-10 s intervallumot hagytunk.
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A képelemzés soran ingerlési kondicionként 6-15 képkockat 6sszegeztiink a jel-
zaj-arany maximalizalasa érdekében. Ennek az atlagnak az elsé képkockatol valod
eltérését hasznaltuk az aktivacios térkép szamitasdhoz. Az erezetbdl szarmazo
mellékterméket a blank (3 masodpereces ingermentes szakasz) kivonasaval
csokkentettik. A  felvételeken a legerdsebb  aktivitdst produkald teriilet
koriilhatarolasahoz egy 10 pixeles (150 pum sugart) alulatereszté Gauss térbeli szlirdt
hasznaltunk. A jel megbizhatdsagat €s konzisztencidjat a felvételek képkockarol
képkockara torténd idobeli fejlodésével és a kiillonbozo kisérleti blokkok felvételeinek
Osszegzésével kapott képek Osszehasonlitasaval teszteltiik (Chen és mtsi., 2001;

Friedman és mtsi., 2004).

4. fMRI mérések

Az MRI mérések egy 9,4T Varian Inova berendezéssel (Varian Medical Systems,
Palo Alto, CA, USA) torténtek, 3 cm-es felszini tekercset hasznalva. A kéregfelszini
vénak azonositasa a sulcus centralis és az SI teriiletek lokalizalasa, az fMRI-térképek
koregisztralasa a felvételi alkalmak kozott az egyes allatokban és azok kozott, valamint
az elektroda mérépontok lokalizacioja T2-sulyozott ferde sikt strukturalis képeken (TE:
16; TR: 200 ms) valosultak meg 78x78x1000 pm? felbontasban. Ugyanazon szeletekbdl
gradiens visszhang (gradient echo planar, EPI) szekvenciaval (TE: 16 ms; TR: 1,5 s),
575x575x2000 pm?® és 275x275x2000 pm® voxelméretekkel nyert funkcionalis MRI-
adatok Matlab programban keriiltek elemzésre (Mathworks, Natick, MA, USA). Minden
mérési alkalommal késziiltek tapintdsi inger altal kivaltott és nyugalmi allapota BOLD-
felvételek. Tiz mokusmajombodl huszonegy 575x575x2000 um?® felbontast, és egy

mokusmajombél harom 275x275x2000 pm?®

felbontas nyugalmi allapotd fMRI-
adatsorozat lett rogzitve.

A nyugalmi &llapoti funkcionalis EPI-adatok eldfeldolgozast kovetden
Matlabban keriiltek elemzésre. A szelet id6-korrekcio 2D szeletenkénti mozgaskorrekciot
kovetden tortént. A mozgas és a sodrodas (zavard jelek) okozta idébeli valtozasok
csokkentése regresszioval tortént négy transzlacids €s rotacids paraméterrel. Ezutan az
adatok térbeli simitasara egy FWHM = 1 mm-es (félmagassagban mért szélesség) Gauss-
kernel, majd az idébeli savszirésre 0,008 és 0,08 Hz-es hatarfrekvenciaval egy
Chebyshev II. tipusu sziiré keriilt alkalmazasra. A sdvszlirés csokkenti a tartomanyon

kiviilli frekvencia Osszetevoket. A 3b és 3a areakban a mag-voxelek meghatarozasat

minden egyes allatban az ingerrel kivaltott fMRI-aktivacios térképek segitették. Az arc
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reprezentacioban a mag-voxel helyének meghatarozésa a fajban ismert szomatotopia és a
rendelkezésre 4llo elektrofiziologiai térképek alapjan tortént. Meghataroztuk a
voxelenkénti korrelaciot, majd r > 0,7 kiiszobértékkel abrazoltuk. Mivel a latdbmezdok
kissé eltértek az egyes allatok kozott, a populacié szintli elemzésben a mag-voxeleket

hasznaltuk viszonyitasi pontként.
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EREDMENYEK

A. A funkcionalis integracié és az aktivitas koordinaciojanak
haldzatszerkezeti alapjai az agykéregben

l. A vizuo-taktilis integraciéban meghatarozo szerepet jatszd agykérgi areak és
0sszekottetések azonositasa haldzatelméleti eszkozokkel

1. A bimoddlis hdldzat jellemzdi

A szenzomotoros areakat is tartalmazé vizuo-taktilis halozat alapvetd
tulajdonsagait a 3. tablazat foglalja Ossze. Az irodalmi adatok alapjan altalunk
Osszeallitott (Modszertan, A.l. fejezet) vizuo-taktilis kérgi halozat Osszekotottsége
(élstirisége) gyengébb ¢és atmérdje nagyobb, mint a két f6 alhalozaté, a lato- és
szenzomotoros kéregé. A reciprocitds mindharom halozatban hasonléan magas aranyu.
Emlitésre érdemes még a Kklaszterezési egyiitthatd (a cstucsok csoportképzési

hajlandosaganak mértéke) ugyancsak hasonlo értéke a harom halozatban.

3. tablazat. A vizuo-taktilis bimoddlis kérgi hdlozat alapvetd tulajdonsdgai. A vizudlis és
szenzomotoros kéreg k6zétt 43 heteromoddlis 6sszekéttetést azonositottunk.

HALOZATOK VIZUALIS SZENZOMOTOROS BIMODALIS
AREAK SZAMA 30 15 45
OSSZEKOTTETESEK

sz Al}‘ A 335 85 463
ELSURUSEG! 0,39 0,40 0,23
RECIPROCITAS (%)? 85,1 88,9 81,6
KLASZTEREZESI

EGYUTTHATO* 0,56 0,65 0,54
ATLAGOS UTHOSSZ

+SZORASS 1,6+06 1,7+08 2.1+09
ATMERO® 3 3 5

1Az ésszes lehetséges kapcsolathoz képest létesitett 6sszekéttetések ardnya.

2Az irdnyitatlan (irdny és reciprocitds figyelmen kiviil hagydsa) hdlézatban taldlhatd
Osszekottetések szamdhoz képest.

“Egy drea szomszédjaival (hdlézatokban a szomszédsdgot a kézvetlen ésszekéttetés jelenti)
Iétesitett dsszekottetések szama osztva a szomszédok kézott lehetséges Gsszes kapcsolat
szamdval. A teljes hdlozatra az egyes dredk egyiitthatdinak dtlagdval adhato meg.

%Az dredk kozétti legrévidebb uthosszakbdl szdmolva.

A legrévidebb utak kéziil a leghosszabb.
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2. Modalitds és modularitas

a. Diszkrét és atfedd klaszterek, hid areak

1. dbra. A vizuo-taktilis hdldzat klaszter szerkezete. (A) Elkéztiségen (EB) alapulé Markov
klaszterezés (MCL). A véletlen bolyongds MCL algoritmussal, irdnyitott és sulyozott

e sz

sulyoztuk. Az egyes klasztereket eltérd sziirkedrnyalat jeléli. A 4 klaszter jol mutatja a
vizudlis (négyszdgek) és szenzomotoros (kérék) dredk dorzdlis (jobb és bal oldali
klaszterek) és ventrdlis (also és felsé klaszterek) pdlyarendszerek szerinti elkiiléniilését.
Fekete nyilak: klaszteren beliili 6sszekottetések, halvany sziirke nyilak: klaszterek kézotti
dsszekottetések. (B) AtfedS fuzzy klaszterszerkezet. Az dredk hidsdg (bridgeness)
indexszel szamitott er6sebb hid szerepét soététebb drnyalat jeléli; a hid dredk feketék,
fehér felirattal.

A hélézat funkciondlis tagoloddsanak alaposabb megértése céljabol klaszterezes
segitségével tanulmanyoztuk a szorosan egylittmiikodd aredk csoportjait. Kétféle
klaszterezési technikat hasznaltunk a vizuo-taktilis kérgi kompartmentalizacid
megértéséhez. Az 1A abra egy valoszinliségen alapuld modszer a Markov klaszterezési
eljaras (MCL) eredményét mutatja az élkoztiség (EB), mint sulyozasi faktor figyelembe
vételével. A MCL-el 4 egyértelmiien megkiilonboztethetd klasztert sikeriilt azonositani:
a vizualis és szenzomotoros kérgi aredk ventralis, és dorzalis palyarendszerekhez sorolt
teriileteinek csoportjait. A klaszterek kirajzolasahoz alkalmazott algoritmus (Id.
Moadszertan A.lll. fejezet) szépen mutatja a kiillonb6z6 szenzoros modalitasok és

crer

melyek nem létesitenek heteromodalis 0sszekottetéseket, a haldzat szélére keriiltek, a
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heteromodalis kapcsolatokat 1€tesitd parietalis strukturak és a szupramodalis, specifikus
szenzoros funkciotol fiiggetlen prefrontalis kérgi (PFC) area 46 a haldzatban centralis
helyen lathatok. A vizuo-taktilis integracioban kozponti jelentdségiick a parietalis VIP és
LIP aredk, melyek a dorzalis palyarendszerek részeiként Iépnek heteromodalis
kolcsonhatasokba. Az abran lathatd az is, hogy a latokéregben a dorzalis €és ventralis
klaszterek egylittmikodésének egyik kulcsszerepldje az area V4. Az area 46 és kisebb
mértékben a parietalis area 7a kozponti elhelyezkedésébdl és a klaszterekkel kialakitott
Osszekottetéseibdl kitlinik, hogy modalitastol fliggetlen, ill. multimodalis integrativ
struktarak a halézatban.

Az agykéregben, és altalaban a valos haldzatokban az aredk (komponensek)
Kiterjedt kapcsolataik miatt nem feltétleniil rendelheték kizarolag egy klaszterhez. Egy
egy atfed6, fuzzy klaszterezési moddszerrel tanulmanyoztunk. A fuzzy, és MCL
klaszterezés kozotti kiillonbség jol 1athatod az 1A és 1B abrak dsszehasonlitasaval: az aredk
elrendezddése mindkét esetben nagyon hasonld, de fuzzy klaszterezéssel €les hatarok
nem htzhatok a csoportok kozott. Fuzzy klaszterezéssel a csucsok (esetiinkben aredk)
klaszterekhez kotddésének a mértékét hatarozzuk meg. llyen modon bizonyithatd volt,
hogy az area LIP, VIP, 7a, 46 és V4 un. hid aredk, melyek tobb klaszterrel is
Osszekottetésben allnak, azaz tobb csoporthoz is jelentds mértékben kothetdk. Ezt mutatja
szamszerlisitve a 2. 4bra, ahol az aredk hidsiaga a fokszam fliggvényében keriilt
abrazoléasra. A hid areak specifikus integrativ funkcioja az 1B abrardl is leolvashat6 az
areak elrendezd0désébdl. A multimodalis LIP és VIP meghataroz6 szerepet kap a vizuo-
taktilis interakcidkban; az unimoddlis area V4 centrdlis pozicioval bir a dorzalis és
ventralis vizudlis palyak interakcidiban; az area 46 és 7a szupramodalis és multimodalis

integrativ struktarak, melyek a hal6zat minden komponensével osszekottetést 1étesitenek.
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2. abra. A hid dredk azonositdsa a

0 VOT | ' hidsdg és fokszam viszonyuk alapjdn. A
071 | hdromszéggel jelélt dredk a hid dredk,
061 ATe adb | melyek tobb klaszterrel is szoros
w 037 | kapcsolatban élinak. VOT hidsdg értéke
g 04— XX VAAAVIP _ ugyan magas, de alacsony fokszdma
0.3 - X ALIP_ miatt a  hdlézatban  margindlis
0.2 S ' - pozicidval rendelkezik. A tébbi dredt
01 L X2 N v S megnevezés nélkiil 'x’ jeléli.
0 TR SO
0 5 10 15 20 25
Fokszam
b. Klikkek

A klikkekben az 0sszes lehetséges Osszekottetés megtalalhaté az aredk kozott,
azaz az areak kozotti erdteljes funkcionalis atfedésre szamithatunk ezekben a
csoportokban. A vizuo-taktilis halézatban a legnagyobb klikkeket 1ényegében a dorzalis
vizualis palyarendszerhez tartozo areak alkottak (4. tablazat). A 11 areabol, amelyek a
legnagyobb klikkek 6sszetevoi, némelyek mindegyikben eléfordultak, masok, mint a V3
¢s VP pedig kolcsondsen kizarok voltak. A 8 legnagyobb klikkb6l 6-ban szerepelt a LIP
¢és/vagy a VIP. Két kivétellel a LIP és VIP altal alkotott klikkeknek volt a legnagyobb
atlagos csucskoztiség (NB) értéke (4. tablazat). Primer szenzoros kérgi area a legnagyobb
klikkekben nem fordult el6.

4. tabldzat. A vizuo-taktilis hdldzat legnagyobb klikkjei. A 8 db 7 elem(i klikk sorokba
rendezve lathatd ugy, hogy az egyes dredk részvétele a kiilbnb6zé klikkekben kitlinjon. A
legnagyobb dtlagos cucskéztiséggel (NB) rendelkezd klikkek vastag betditipussal kertiltek

kiemelésre.
NB
V2 V3 V3A MT MSTd/p FST FEF 136,77
V2 V3A VP MT MSTd/p FST FEF 138,15
V3 V3A MT MSTd/p LIP FST FEF 151,75
V3 MT MSTd/p PO LIP VIP FEF 195,75
V3 MT MSTd/p LIP VIP FST FEF 200,05
V3A VP MT MSTd/p LIP VIP FST FEF 153,14
VP MT MSTd/p PO LIP VIP FST FEF 197,14
VP MT MSTd/p LIP FEF 201,44

Kiilon megvizsgaltuk a MCL-el azonositott klaszterekben talalhatd legnagyobb
Klikkeket (5. tablazat). A két szenzomotoros klikk nagy atfedést mutat (6-bol 5 area
azonos) ¢s mindegyikben szerepel a VIP. A dorzalis vizualis klikkekben egy kivétellel

(V3A) ugyanazon ,,mag” areak szerepeltek allando résztvevoként, amelyek a teljes
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halozat legnagyobb klikkjeiben is eléfordultak (MT, MSTd/p, FEF és részben a FST) (4.
tablazat). Ez az atfed6 ,,mag” a dorzalis vizualis klikkek méretének tobb, mint a felét
kiteszi. Erdekes, hogy a LIP csupan e klikkek felében fordul elé (kolcsonosen kizard
moédon a V2-vel). Primer szenzoros areak ez esetben sem voltak a klikkekben (5.
tablazat).

5. tabldazat. A szenzomotoros (SMC), dorzdlis vizudlis (VISd) és ventrdlis vizudlis (VISv)
kérgi klaszterek (1A dbra) legnagyobb klikkjei.

klaszter
SMC
VIP 2 5 4 6 SMA
VIP 5 7b 4 6 SMA
VISv
V4 PITv CITv AITv TH
VISd
V2 V3 V3A MT MSTd/p FST FEF
V2 V3A VP MT MSTd/lp FST FEF
V3A MT MSTd/p LIP FST FEF

V3A VP MT MSTd/lp LIP FST FEF

3. A keresztmoddlis integrdacioban kbzponti szerepet jatszo pdlydk azonositdsa
a. Palyakovetés a bimodalis haldzatban

A szomatoszenzoros kérgi area 1, 2 és 3a-bdl legkevesebb 3 ugrassal elérhetd a
V1 primer latokérgi area (3A abra). Ez egy ugrassal hosszabb, mint az atlagos thossz, és
megegyezik a vizualis és szenzomotoros kéreg atmérdjével, viszont jelentsen rovidebb,
mint a teljes bimodalis halézat atméréje (3. tablazat). Az area 3b-bdl indulva a
legrovidebb uthossz egy plusz éllel 4-re nd. Az intraparietalis régio, esetiinkben a VIP
meghatdroz6 csomdpont a VI1-be vezetd, szomatoszenzoros informaciot szallitd
legrovidebb utak mentén: ide konvergalnak az Sl-bdl induld Osszekottetések és innen
agaznak szét olyan vizudlis kérgi struktardk fel¢, nevesiil a MT, V3 és PO, amelyek mar
kozvetlen kapcsolatban allnak a VV1-el (3A abra).

Megerdsitéses tanulassal eldallitott fagraf alatdmasztotta a VIP kozponti
jelentOségére tett megfigyelésiinket a szomatoszenzoros informacié V1-be jutasaban (3B
abra). A VIP és V1 kozotti 3 alternativ relé area koziil a V3 4rean atmend palya volt a
legfontosabb a szomatoszenzoros informéci6é V1-be jutasa szempontjabol. Az MT és PO
inkdbb a magasabb szinten feldolgozott prefrontalis kérgi area 46 és magas rendii
szenzomotoros asszociacios areakbol szarmazo informécid V1-betdrténd tovabbitasaért

felelosek.
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PO (@) (@)
V. MT

V1

3. dbra. (el6z6 oldal) Az elsédleges vizudlis kéregbe (V1) vetiild, SI-bél induld legrévidebb
pdlydk a vizuo-taktilis hdlézatban. (A) Rézusz majom agyfélteke kiteritett agykérge. A
Idtokérgi és szenzomotoros dredkat révid neviikkel jeléltiik. A heteromoddlis
Osszekottetéseket létesité dredkat sziirke szin jeloli, ezen beliil a VIP sétét drnyalattal
kertilt megkiilbnbéztetésre. A piros nyilak a szomatoszenzoros (drea 3a, 1 és 2) és vizudlis
(V1) kérgi aredk kézotti legrovidebb utakat jeldlik a hdlozatban. Occipitdlis régid balra,
medidlis felfelé helyezkedik el. (B) Megerdsitéses tanuldsos algoritmussal elGadllitott
feszitéfa, ami a V1-be vetiilé legjutalmazdbb, legrévidebb utakat szemlélteti a vizuo-
taktilis kérgi halézatban. A program a megkétés szerint a V1-ben végz6dd, de barmely
mds dredbdl indulé pdlydkat azonositotta, amelyek a jutalom-feltételt (folyt.)
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teljesitették. Korok: szenzomotoros dredk, négyszéogek: latokérgi dredk. A dorzdlis pdalydk
strukturdit kék és z6ld, a ventrdlis pdlydkét piros és fehér jeléli. Az (A) dbrdn azonositott,
legrévidebb utakat formdld pdlydkat fekete kérék jeldlik.

b. Az 6sszekottetések szerepe a keresztmodalis integracioban

A vizuo-taktilis kéregben az élek tobbségének ¢lkoztiség (EB) értéke 20 alatt volt
¢és csupan néhany esetben haladta meg a 40-t; a 20-40 kozotti érték magasnak szamitott
(4. abra). A V1-be szomatoszenzoros informaciot kozvetitd dsszekottetések koziil a VIP-
be vetiilék, ill. onnan eredék nagy EB értékkel rendelkeztek, koszonhet6en a VIP centralis

pozicidjanak (6A tablazat). Ezzel szemben a V1-be vetit6 dsszekottetések a haldozatban

nagy gyakorisaggal el6forduld kis EB értékkel birtak (4. abra, 6A tablazat).

4. dbra. Az élkoztiség (EB) gyakorisdg-
eloszldsa a  vizuo-taktilis  kérgi
100 hdloézatban.
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Elkoztiség (EB)

Az EB komputacioja sordn azonositottuk a vizuo-taktilis informaciét szallito
palyak Osszekottetéseinek bemeneti €s célteriileteit (6B tablazat). Ezek alapjan a
szomatoszenzoros kérgi 3a, 1 és 2 aredk VIP-be vetitd dsszekottetésein at a teljes vizualis
kérget elérheti a szomatoszenzoros informacio. A kimeneti oldalon a VIP-bdl V1-be
vetité palyak kiindulasi teriiletei kozott pedig megtalalhatd az Gsszes Szomatoszenzoros
kérgi area. Ugyancsak megfigyelhetd a szomatoszenzoros kérgi kapcsolatok erdteljes
divergenciaja (kevés bemeneti area, sok célteriilet) és a V1-be vetitd 6sszekottetések
erdteljes konvergens jellege (relative sok bemeneti area, kevés célteriilet). Ezzel szemben
a VIP-bOl eredd 0Osszekottetések szamos bemeneti €s célteriilettel rendelkeztek. A
bemeneti és célteriiletek vizsgalata soran megallapitast nyert, hogy a 2->VIP
Osszekottetés az elsddleges szomatoszenzoros kérgi area 3b mellett az asszociativ area
7a-bol is szallit informaciot, ezért a kereszt-modalis informacio feldolgozasat tekintve

kevésbé specifikus kapcsolatnak tekinthet6, mint a 3a—>VIP és az 1->VIP
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Osszekottetések. Hasonloképpen, a PO>V1 kevésbé mondhatd specifikusnak, mint a
MT->V1 és V3> V1 kapcsolatok, mert a célteriiletei kozott a V1 mellett még 7 masik
vizualis kérgi area is talalhato.

6. tablazat. A keresztmoddlis plaszticitdsért felelGs pdlydk jellemzése az élek centralitdsa
és szenzoros modalitdsa szerint.

(A) Az Osszekottetések élkoztiség (EB) értékei és heteromodalitdsa a bemeneti-, és
célteriiletek szamdnak modalitdsok szerinti megoszldsa alapjdn. VC: vizudlis kéreg, SMC:
szenzomotoros kéreg.

Kapcsolat EB Bemeneti areak szama Cél areak szama
(forras - cél) VC SMC VC SMC
3a=> VIP 37,7 0 2 30 6
1->VIP 29,8 0 2 30 4
2=>VIP 28,0 1 2 30 2
VIP 2 V3 29,5 4 15 11 0
VIP> MT 264 1 15 10 0
VIP = PO 22,0 4 15 5 0
PO =»> V1 9,2 11 15 8 0
MT 2> V1 8,2 12 15 1 0
V3i=> V1 7,1 10 15 1 0
(B) Az egyes dsszekéttetések EB szdmitds sordn azonositott bemeneti és célteriiletei
részletezve.
from/to Input areas Target areas
{reciproc.)
2565 VVZ VI V3A VA V4L VOT, VP, MT, M3Td/p METLPO,LIP FIP, VIF, D,
3alVIP 99 43 3a,3b PIT4.FST,PITv,CITd, CITv, AITd, AlTw 3 TPp,3TPa, TF, TH,FEF 46
( ) SMA 56,74, Th,35,36
25 62 V12,3,V 34, V4, VAt VOT, VP, MT, MSTdip MST1,PO LIP PIP, WIP, DP FST,
VTP o0 45 2b,1 PITd,PITv,CITd,CITw, AITd, ATTw, STPp,STPa,TF, TH,FEF 46,
¢ ’ SMA A Ya,35,36
SRR 2883 S VIV2V3V3A V4 V4t VOT VP, MT MSTddp MSTL PO LIP PIP VIP, DP FST,
(14.67) 2 PITd,PITv,CITd,CITw, AITd, ATTv,STPp, S TP, TF, TELFEF 46 7a,35,36
VIP/IW3 (21801?2) WP MSTLVIP 46,32,3b,1,2,5 Ri, 511, 7b 4,6, 50 A Tg 1d,35,36 V1,V2, V3 V34 V4 V4t PIP TF
24 44
VIPAT (©.55) VIP,3a,3b,1,2,5, 54,510, 70 4,6, 50 A T 1d 35,36 VI1,V2, V34 V4 V4t MT PIP
2075 ]
VIPFO 202 VIP F3T,3TPa46,3a,3b,1,2,5 R1,210,7b,4,6, 304 4 1g,14,35,36 V1 V2POFIP,DF
9.29 VP METdp METLPO,LIP, VIP,DF, 72, AT1Td, 3 TPp, FEF,
POAN VI V3A VS VAL PITd CITd, CITw, ATTw
(15 3a,3b,1,2,5 R4, 511 7h,4,6 3044 Tp 1d,35,36
765 VE M M3Td/p MIT],LIP,VIP F3T, ATTd, 5 TPp, 2 TPa,FEF 45,
MTITL Vi
(2.85) 3a,3b,1,2,5 F1, 511 7b,4,6 A Tg, 14, 35,36
723 V3 MSTd/p, LIP.VIP F5T, ATTd 5STPp, STPa, TF FEF,
VIV Vi
(4.72) 3a2.3b,1,2,5 R1,5IL 7h 4.6, 504 Tg 1d,35,36
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Il. Konvergencia-divergencia: az 6sszekottetések és areak szerepének
meghatarozasa a kérgi jelfolyam szabalyozasaban

1. Az bsszekéttetések konvergenciafoka

a. A konvergenciafok meghatdrozasa

Az el6z6 fejezetben bemutattuk, hogy az EB meghatarozasabol kiindulva az élek
kiilonb6z6 konvergencia, ill. divergencia tulajdonsagokat mutatnak (6. tablazat). Ebbol
kiindulva az élek konvergencia/divergencia (K/D) mértékét az alabbi modon hataroztuk
meg (5. abra):

_ [Inputdi, j)| ~|outputq, )

DG, 1) = [Input(i, j)| +[Output(i, )

CD: ¢lek konvergenciafoka, Input(i,j), (Output(i,j)): az i,j él bemeneti (cél) areainak

szama.

input field

o Global et g Global out-set

G

5. dbra. A konvergenciafok (CD) és az dtfedés index (Oq) értelmezd dbrdi. (A) A sziirke
mezék az AB irdnyitott élen (vastag nyil) dtmené legrévidebb utak bemeneti és
célteriileteit mutatjdk. Ebben az esetben a tényleges CD érték (5-4) / (5+4) = +0.11. AD
és az E csucs nem szerepel a bemeneti mezében, mert B-n keresztiili legrévidebb
utvonalon kikertilik az AB ésszekéttetést. C viszont, melynek két egyenlé hosszusdgu (az
élek szama szerint 3) utja is létezik B-be, része a bemeneti mezének, mert az egyik ut
dthalad az AB élen. (B) az (A) hdlozat GF élét BG kézé dthelyezve dtfedd be- és kimeneti
halmazokat kapunk, amennyiben G csucs mindkettének tagja lesz. A globdlis (global)
megjelélés a lokdlis, elsé szomszédokat (kbvetlen 6sszekéttetés) jelents be/kimeneti (in-
set, out-set) halmazoktdl valé megkiilbnbéztetést szolgdlja.

A konvergenciafok (CD) globalis mérték, azaz a kozvetlen szomszédsagi
viszonyokon tul a teljes halozatbol keriil meghatarozasra. A CD -1 és +1 intervallumban
valtozik. Pozitiv CD konvergens élet jelent, mig a divergens €lek CD értéke negativ. A

CD az EB-tdl fiiggetlennek tekinthetd, nincs kozottiik korrelacio (7. tablazat).
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7. tablazat. Az élek CD és élkéztiség értékei kézotti korreldcio mértéke kiilonb6zé kérgi
és random hdldzatokban. Bimodadlis: vizuo-taktilis, makdkd: rézusz majom.

HALOZATOK PEARSON SPEARMAN KENDALL
BIMODALIS -0,017 0,032 0,025
MAKAKO -0,0049 0,022 0,021
MACSKA -0,028 0,022 0,021
ERDOS-RENYI -0,0057 -0,013 -0,0065
RANDOM MAKAKO | -0,0044 0,0075 0,011

b. A konvergencia és divergencia reciprok és szimmetrikus szervezddése a kérgi
haldzatban

A kérgi halézatban konvergencia (6A d&bra) ¢s divergencia (6B 4bra)
komplementer tulajdonsagok, a reciprok ¢élparok CD értéke ellenkez6 eldjelii és hasonld
nagysagu. Ezaltal a konvergens ¢és divergens ¢élek két komplementer alhélozatot alkotnak,
melyek ugyanazokbol a csucsokbol allnak. Figyelemre mélto, hogy a két alhalozatban az
Osszekottetések irdnya megfeleltethetd a felszalldo palydkat (6B 4bra) és
visszacsatolasokat (6A abra) tartalmazo alhalézatoknak a kérgi hierarchiaban (Felleman
és Van Essen, 1991; Scannell és mtsi., 1995; Hilgetag és mtsi., 2000b). A teljesség
kedvéért meg kell emliteni, hogy kis szamban el6fordultak azonos eldjeli reciprok
Osszekottetések (20 db a vizuo-taktilis kéregben) és nulla CD értéki élek (8 db a vizuo-
taktilis kéregben) is (6. abra).

6. abra. Konvergencia és divergencia a rézusz majom vizuo-taktilis kéreg klaszterezett
hdldézataban. (A) A pozitiv CD értékd, konvergens élek irdnya és elrendezddése. (B) A
negativ CD értékd, divergens élek irdnya és elrendezddése. A CD érték nagysdgdt a kék-
piros szindtmenet kodolja, ahol a kék a kis, a piros a nagy abszolut értéket mutatja.
Erdekes megfigyelni a két alhdlézatban a nyilak hasonld elrendezédését és (folyt)
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ellentétes irdnydt, ami a hdlézatban a konvergencia és divergencia reciprok
Osszekottetések mentén térténd szervezGdését mutatja. Az (A) dbrén a VIP és 46,
valamint az Id és 36 dredk kézotti kétirdnyu 6sszekottetések az azonos eldjeli (itt pozitiv,
konvergens) élek ritka példdi. Fontos megfigyelni a kiilénb6z6 dredk ki- és bemeneteinek
eltéré irdnyait az (A) és (B) alhdlézatokban. Az egyszerlibb megjelenités érdekében a
kovetkezé dredk nevei roviditetve szerepelnek: MSTd/p helyett MSd, MSTI helyett MS,
PITd helyett Pld, PITv helyett Plv, CITd helyett Cld, CITv helyett Clv, AlTd helyett Ald, AlTv
helyett Alv, STPp helyett STp és STPa helyett STa. Az drea MSTd/p az MSTd és MSTdp
dredk 6sszevondsdval képeztiik.

A CD er6sen szimmetrikus, kiegyensulyozott tulajdonsag a kérgi halozatban. A
7. ébran lathatd, hogy korokben (az iranyitott élek mentén ugy visszatérni a kiinduld
csucsba, hogy minden kdzbeesd csucsot és élet egyszer érintiink) és klikkekben a
konvergens és divergens €lek CD értékének korrelacidja erésen negativ €s mértéke az
alhalézat méretével aranyosan nd. Véletlenszerli ¢l valasztassal e negativ korrelacio

eltlinik (7. 4bra).

~0.60 -
008 0641 " v
0.60 f
~0.70 4 Ot
o 374 >
3 34 2497 R
= 4 : “® 18109 134206 979682
‘5 ® o [ ]
< _0.80 1 53
| |
- 194 ]
60
| ]
-0.90 4 s
T T ) : ) [

Pontok szdma

7. dbra. Konvergencia-divergencia egyensuly a kérgi hdlézatban. A konvergens és
divergens élek CD dsszege nagy negativ korreldciot mutat kérékben (fekete kérék) és
klikkekben (fekete négyzetek) is. A korreldcio értéke né a pontok (kérgi dredk) szamdnak
névekedésével mindkét hdldzati strukturdban. A szimbdlumokndl Ildthaté szdmok a
vizsgalt élek szamadt jeldlik (pl. 2 pont azaz drea esetén 208 db reciprok 6sszekéttetetés
van a hdldzatban). Képbetét: véletlenszeriien vdlasztott élek CD értének 6sszegei nagy
pozitiv korreldciot mutatnak. A random vdlasztott élek szama megegyezik a megfelelé
meéreti klikkekben tdlalhatdkéval.

s

Az aredk ki- és bemeneteinek 0sszevont CD értékét Gsszehasonlitva jelentdsen
kiilonboztek és rangsorolhatok voltak (8. abra). Az aredk kozotti kiillonbség a pozitiv és
negativ CD értékii élek eltérd megoszlasabdl adodott a ki- és bemeneteik szdmaban. A
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skala két szélén azon aredkat taldljuk, amelyek a felszalld palyakat vagy
visszacsatolasokat tartalmazo alhdlozatokban kizardlag ki- vagy bementekkel
rendelkeztek (6. és 8. abra). Hogy jobban megérthessiik az aredk szerepét a haldzati
konvergenciaban, a Ki- és bemeneteik CD atlagat grafikonon abrazoltuk (9. abra). Ez az
areakra vonatkoztatott konvergencia index a CDn. A Dbe- és kimenetek, valamint
konvergens ¢s divergens éltulajdonsagok alapjan a grafikon 4 kvadransra oszthato,
melyek kiilonboz6 koordinacids, integrativ tulajdonsadgokat reprezentalnak a halozatban.
Az er6sen konvergens bemenetekkel €és divergens kimentetekkel rendelkezd areak
informacio forrasnak tekinthet6k (jobb als6é kvadrans). Ezzel szemben az erésen
divergens bemenetekkel ¢s konvergens kimenetekkel rendelkezd aredk a haldzati
aktivitast koordinalom elosztoként értelmezhetdk (bal felsd kvadrans). Miutdn a kérgi
halézatban az afferensek és efferensek CD értéke tipikusan ellenkezd eldjelli, a

tovabbiakban a bal felsd és jobb also kvadransok bioldgiai relevanciajat targyaljuk.

—————
—
3 — ] —
g, E— —t
i —————————
———— 5
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8. dbra. A vizuo-taktilis dredk ki- (piros) és bemeneteinek (kék) CD dtlagai klaszterenként
abrazolva. (A) dorzadlis vizudlis klaszter, (B) ventrdlis vizudlis klaszter és (C)
szenzomotoros klaszter. Megfigyelhet6 a grafikonok aljan és tetején levé dredk ki- és
bemeneti CD dtlagainak ellentétes eljele.

A 9. édbran lathatd az eltérd eldjelli, be- és kimend CD-atlagok lineéris
korrelacidja. A korrelacios vizsgalatok nagy negativ értékeket adtak a be- és kimenetek
CD atlagaira Gsszhangban a linearis illeszkedés atlo kozeli eloszlasaval a bal felsd
kvadransban (8A tablazat). A halozatban az aredk a 8. abran is szemléltetett moédon
folytonos atmenetet képeznek az informacio eloszto és forras funkciok kozott. A bal felsé
kvadrans nullatol tdvol esé elosztdé areai megfelelnek 8A-C abrak felsd részén
elhelyezkedd aredknak. Ugyanigy, a bal als6 kvadrans nagy abszolut CD értékekkel
rendelkezd forras aredi azok, amelyek a 8. abra grafikonjainak aljan talalhatok. A kérgi
hierarchiaban koztes areak (Felleman és van Essen, 1991; Scannell és mitsi., 1995;

Hilgetag és mtsi., 2000b) be- és kimeneteiben a kiilonb6z6 eldjelii CD-vel rendelkez6
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Osszekottetések vegyesen fordulnak eld, azaz mind forrds, mind elosztd funkcidval
rendelkeznek. Erdekes hogy a bal felsé kvadransban, a jobb alsotél eltéréen, jobban
széthuzodtak az aredk és kifejezettebb atld kozeli eloszlast mutattak (kisebb szorassal)
azt sugallva, hogy az elosztdo funkcid erételjesebb megszoritas a kérgi areak
specializacigjat illetéen (9. abra, 8A tablazat). A 8. dbran az is lathato, hogy az areak CDn
szerinti hierarchidja az egyes klasztereken belill is megvalosul, ami hierarchikusan
szervezddo kompartmentek parhuzamos aktivitasara utal a kérgi halozat miikkodése soran

(Young, 1992) és megfelel a ,,nagyvilag” struktiranak (Hilgetag és Goulas, 2016).

9. dabra. Az dredk be- és

0.25 - - 0.025
o2 L * " 0.02 kimeneteinek CD dtlaga a
£ L ]
© 015 | 0.015  vjzuo-taktilis kérgi
Lo Rl u @
& i a [ 8 0.01 s .
= # “ hdlézatban. Az dredkat
O 0.1 wy - ng - 0.005
a . a LT . . .
S 0.05 Y o mindegyik kvadrdns
g . . '-\ -‘:-.-.. P -0.005 dbrdzo,ja, egymdstél
v ] L o . .. P , ,
.50 05 w 2. AR -0.01 fligg6 mddon. A be- és
i "y ime -0.015 kimené CD értékek erds
D T 1 -0.02 , s iy
v "aa negativ  korrelacioja jol
0.15 - T o025 cgat o
028 -021 -0.14 -0.07 0 0.07 0.14 lathato a bal felsé és jobb

alsé kvadrdnsokban. Az
dredk sorrendje a két
emlitett kvadransban megfordul (pl. amelyik az egyikben kézel van az origdhoz, a
mdsikban tdvol lesz). A szinkdd egy harmadik tulajdonsdgot, az dtfedés mértékét
mutatja. A bemenet dtfedése pozitiv, a kimeneten mért dtfedés negativ.

Bemenet CD atlaga

8. tablazat. Az dredkra vonatkoztatott konvergenciafok korreldcioi.

(A) Az dredk be- és kimeneti CD Gsszegeinek korreldcios egydlitthatdi (r) és linedris
illeszkedése kiilénbéz6 agykérgi hdldzatokban. Bimoddlis: vizuo-taktilis hdldzat. Hasonlo
eredményeket kapunk a CD dtlagokra is (nem mutatjuk).

Bimodailis Makaké Macska |
Pearson -0,922 -0,931 -0,913
- . r Spearman -0,915 -0,912 -0,816
Bal f?;;"é‘;:;‘;’mns Kendall 0,776 0,782 0,651
Linearis 0,462-0,922x  0,340-0,928x  0,955-0,903x
illeszkedés
Pearson -0,700 -0,671 -0,577
. . r Spearman -0,674 -0,612 -0,562
J°bbégsgs::fra“s Kendall 0,537 0,482 0,410
Linearis -1,019-0,641x  -1,045-0,506x  -1,749-0,420x
illeszkedés
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(B) Kendall rang korreldciok az dredk transzmisszios indexe (Ti) (Kotter és Stephan, 2003),
1-es divergencia sugara (D1) (Costa és Sporns, 2005), az ésszevont CD origdtdl szamolt
tdvolsdga a bal felsé (bf) és jobba also (ja) kvadrdnsban (8. dbra) és a csucs-kéztiség (NB)
értékek kozott a vizuo-taktilis hdlézatban.

Ti D1 CDbf CDja NB

Ti | 1 0199 -0.096 0014 0.027
DI | - 1 -0431 0161 -0.347
CDbf | - - 1 -0585 0777
CDja | - - - 1 -0.653
NB | - - - - 1

Kivancsiak voltunk, hogy a CDn mennyire hasonlé mas centralitds mértékekhez,
koztiik olyanokhoz, amelyek a K/D-n alapulnak, mint pl. a transzmisszios index, ami az
afferensek és efferensek szamanak kiilonbségébdl szamolhato (Kotter és Stephan, 2003)
vagy Costa és Sporns (2005) divergencia mértéke.® A 8B tablazatban lathato, hogy a CDn
egyediil a NB-el korrelalt erésen, a tobbi centralitas értéktdl fiiggetlen mérészamnak
tekinthetd.

A vizuo-taktilis halozat a teljes kérgi halozat egy részhalozata. Emiatt talalunk az
ismert hierarchiatdl valo eltéréseket, mint pl. a V4 és VIP kiugréan magas, valamint az
area 7a, az inzularis (Ig, Id) és perirhinalis kérgi (area 35, 36) struktirak viszonylag
okozott az is, hogy az aktualis irodalmi adatok alapjan kiegészitett vizuo-taktilis halozat

tobb 1j Osszekottetést tartalmazott, kiillondsen a VIP esetén.

d. Kéreg-specifikus haldzati struktura

A CDn eloszlasa a kiilonb6z6 agykérgi halozatokban (vizuo-taktilis, teljes rézusz
majom és macska) nagyon hasonl6 volt (10. abra). Ez alapjan az anatémiai halozatokra
altalaban jellemz6 az eloszto tulajdonsadg mentén torténd differenciacid, szemben a forras
tulajdonsaggal, ahol az aredk értékei jobban atfednek és erdsebben szorddnak az 4tlo
mentén. A két komplementer kvadransban (bal alsé €s jobb felsd) az eloszlas hiperbolikus
jellege arra utal, hogy ezekben a kvadransokban, amelyek K/D szempontbol tranzit
funkciot reprezentalnak, a CD 0sszegek nulla felé tendalnak, aldtdmasztva a masik két

kvadrans biologiai fontossagat.

8 Costa és Sporns (2005) divergencia mértéke:
Ng1(D)

Pal®) == &

ahol nq(i) az i cstics szomszédainak szama d tavolsagra, és ha(i) az i kdzpontu és d sugaru korbél kilépd és
az ugyancsak j kbzpontu, de d+1 sugaru kor cstcsaiban végzddé élek szama.
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10. dabra. Az dredk be- és
kimeneteinek CD 0Osszege a
vizuo-taktilis (+), teljes rézusz
majom (*) és a teljes macska (x)

20

agykérgi  hdlézataiban. Az
eloszlds a kiilbnbéz6 agykérgi
hdldzatok esetén teljesen dtfed.

Kimend élek CD Gsszege
N

-10
=20 -15 -10 -5 0 5 10

Bejovd élek CD Gsszege

Minden mas altalunk vizsgalt halozatot az agykérgitol jol megkiilonboztetheto,
egyedi CDn eloszlas jellemez (11. abra). A 11. abran mutatott példakon kiviil igaz volt
ez a Linux operacios rendszer hivasi grafjara és Roma uthaldzatara is, melyeket itt nem
mutatunk. A cellularis jelatviteli halozat esetén a K/D nem tiinik 1ényeges halozati
funkcidnak, hiszen a pontok az origd kornyékén csoportosulnak, a kevés kivétel eloszto
funkciot mutat (11A é&bra). Az Erd6s-Rényi halézat CDn abrajat leginkabb egy
viszonylag homogén eloszlasti ponthalmaz jellemzi (11B 4bra). A gyengén kirajzolodo
agykérgi halozatra jellemzé mintazat arulkodik rdla, hogy a vizuo-taktilis kéreg
randomizalt halozatat latjuk. Mas halozatokban, igy a Linux hivas-grafban és az

uthalozatban sok tranzit funkci6ji elemet azonositottunk.

012 . . 0.006 015 rw—w v » ' 0.015
- B L 0.005
© 01 } SN, | 0.01
Qo o 0.004 Ll i i
. . .

s 0.08 < B 1 0.003 0.05 | . B 0.005
N 5 |
© 0.06 | ] 0.002 | 'y v - "’l . o
()] . . 0.001 ° PR CA T T

0.04 + - " L 1 Bl L™ ‘, o » .
(@] 0 [ A LT - -
et % BELEY 1‘.\"' '51’.‘_ -0.005
o %02 - .- s 1 -0.001 -0.05 | 1 e ° | ,

ey ” -0.0
TR L | P 01 | |
-0.007 0.01¢
g -002 | 0.004 . . 0.015
Z 004 L . A i J .0.005 015 L " s L " " J -0.02
-0.08 -0.06 -0.04 -0.02 0 0.02 -0.12 -0.08 -0.04 0 0.04 0.08 0.12

Bemenet CD atlaga

11. dbra. A CD dtlagok eloszldsa (A) hippokampdlis piramissejt mdsodlagos jeldtviteli
molekuldris hdlézatdban és (B) az Erd6s-Rényi random hdlézatban. A 9. dbrdhoz
hasonléan a szinkdd az dtfedés index értéket mutatja. A bejévé oldal dtfedése pozitiv, a
kimeneten mért dtfedés negativ. A tengelyek a CD ésszegek be- és kimenetek szamdval
normdlt értekeit mutatjdk.
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2. A kognitiv kontrollért felels agykérgi hdldzat topoldgidja

Ebben a fejezetben 11 prefrontalis és 3 frontalis, motoros kérgi strukttra, 6sszesen 14

area tulajdonsagait vizsgaltuk a 71 areat tartalmazo, akkori ismereteink szerinti teljes

agykérgi halozatban rézusz majomban (Sporns, 2002).

a. A hdldzat jellemzése centralitas értékek alapjan

A
NV A"
7§
1
A3

V1

|1 T

7

.
L LA LN LAA A PR AR A b

0.4 0.2 0

CD atlag

12. dbra. Az dredk CD
alapjén szamolt
centralitdsa rézusz majom
agykérgi hdlézataban. (A)
Az eloszté és forrds
funkciokra jellemzé
konvergens (pozitiv CD,
szaggatott vonaltdl balra)

és divergens (negativ CD,

szaggatott vonaltol
jobbra)  Osszekéttetések
ellenkezé irdnyu

elrendezédése a primer
vizudlis (V1) és a
prefrontdlis kérgi 46 dredk
esetében a CD alapjan

azonositott két
alhdlozatban (6. dbra). (B)
Az dredk be- és

kimeneteinek CD dtlaga
rézusz majom teljes
agykérgi hdlozatdban. Az
dredk hierarchia szerinti
elrendezédése jol lathatd a
CD centralitdsuk alapjan

torténd sorba rendezéssel. Kék: bemenet, piros: kimenet, iires nyilak: V1 és drea 46. *:

prefrontdlis kérgi dredk.

A cstcs-koztiség értékek részletes vizsgalatdnak eredményei aldbb keriilnek

bemutatasra, annyit azonban érdemes eloljaroban megjegyezni, hogy eloszlasa jol

mutatja a kiilonb6z6 PFC struktirak erésen eltérd centralitas értékeit (1d. alabb 15C abra,

sOtétsziirke oszlopok). A valtozatos centralitasérték elre vetiti a PFC Osszetett szerepét

a kérgi aktvitds szabalyozéasadban. A prefrontalis kéreg koordinacios szerepét az egyes

aredk K/D tulajdonsagai segitségével vizsgaltuk a halozatban (12. abra).
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A CD segitségével az aredk kétféle tulajdonsaga kiilonboztethetd meg, amita 12A
abra szemléltet. A prefrontdlis area 46 a konvergens kimenetekkel és divergens
bemenetekkel rendelkez6 eloszto aredk jo példaja, mig az elsédleges vizualis kérgi V1,
amire konvergens bemenet és divergens kimenet jellemzd a forrés tipusu aredk kozé
tartozik. A csucs-koztiség értékekhez hasonléoan az egyes prefrontalis aredk K/D
tulajdonsagai erdsen kiilonboztek egymastol, ami az agykérgi halozat tobbi
struktarajahoz hasonloan a PFC differencialt koordinativ funkcidjara utal (12B éabra).

A FEF az area 46-hoz hasonl6 informacié eloszto jellegi csomopont a halozatban
(13A abra, vo. 8. abra). A CD atlagot tekintve a tobbi PFC-area ezzel ellentétben inkabb
a forras strukturakra jellemz6 be- és kimenettel birt (13A abra). Ez legkifejezettebben a
9 és 32 areak esetében teljesiilt. Ugyanakkor area 24 esetén a viszonylag kis atlagos CD
értékek azt jelzik, hogy be- és kimeneteit eltéré konvergencia tulajdonsagu élek alkotjak.
Ezek az eredmények a prefrontdlis kérgen belil az egyes aredk funkcionalis
specializacidjara utalnak, amit a 13B diagram szemléltet az aredk be- és kimeneteinek
elgjel szerinti CD Gsszegei alapjan. A bal felsd kvadransban az orig6tdl tavol lathatok a
meghatarozo eloszto szereppel biro area 46 és FEF, mig a jobb als6 kvadransban, szintén
tavol az origotol, az elsddlegesen informacid forrasnak tekintheté 9 és 32-es aredk.
Ugyancsak megfigyelhet6 az area 24 kevert konvergens és divergens ki- és bemeneteinek

koszonhetd atmeneti jellegli funkcioja.

—! e | A46 A46
ab —
az24 | —
Al ;
SMA ™ FEF FEF
al3 [
al0 L —
A12 T —
A25 T —
ads T —
a9’ e — A24 Ac)n}'\llj Al10 p24
A L A46 . FEF RABFALL  ABSTAZ2
A — A24 det AlL Ai J:g;
-0.2 -0.1 0 0.1 02 A9 A9
CD atlag

13. dabra. A prefrontdlis kérgi dredk specializdcioja CD centralitdsuk alapjdn rézusz
majom agykérgi hdlozatdban. (A) Frontdlis kérgi dredk CD dtlag szerinti rangsora.
Sotétsziirke: bemenet, halvdanysziirke: kimenet. (B) A prefrontdlis kérgi dredk eloszldsa
be- és kimeneteik CD ésszegei szerint. Horizontdlis tengely: bemenet, vertikdlis tengely:
kimenet, pontozott vonal: nulla értékek helyét jeldli. A bal fels6 és jobb alsé
kvadrdnsokban megfigyelheté az dredk dtlo mentén térténd eloszldsa.
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Vizsgaltuk a bemeneti és célteriiletek kozotti atfedés (Oq) meglétét, mint annak
mutatdjat, hogy a kognitiv kontroll funkcidkban szerepet kapnak-e PFC altal létesitett
poliszinaptikus korok a kérgi hal6zatban. Rézusz majom teljes agykérgi haldzataban az
Oqg az ¢lek 20%-aban nagyobb volt nullanal (14A éabra). Ezen atfedéssel bird neurdlis
korok harmadat a PFC 1étesitette (14A abra). Tovabba, a PFC altal 1étesitett korok 16%-
a a prefrontalis areak kozott létesiilt (14A 4bra). Osszehasonlitasként, a teljes halézatban
a PFC kapcsolatok aranya 0,28 volt, amelynek 21%-a bizonyult kérnek (Oq > 0) (14B
abra). Az atfedés mértéke kicsi volt, 1 vagy 2 area, egy kivétellel, ahol 5 area alkotta.
Ugyancsak révid volt a neuralis korok hossza (az élek szamaban kifejezve), altalaban 1
(direkt Osszekottetés), ill. harom esetben 3. Mindez céafolja a poliszinaptikus korok

lényeges szerepét a PFC funkcioiban.

14. dbra. Az dtfedé bemeneti, és

A célteriilet halmazokkal rendelkezé
. 04 Osszekottetések (kor-élek) ardnya
s 03 rézusz majom agykérgi
® o2 hdlézatdban. (A) 6ssz.: a kér-élek
q?_-' 0.1 . . ardnya a teljes hdlézatban, PFC dtf.:
< 00 a prefrontdlis dredk dltal létesitett

Ossz. PFCatf.  PFC-ben kor-élek  arénya az  Osszes
poliszinaptikus  kér  szamdhoz

B képest a teljes hdlézatban, PFC-
0.3 ben: a prefrontdlis  dredkat
> 02 0sszekoté élek kozott a kor-élek
‘;:E o . ardnya. (B) 0ssz. PFC: a PFC
' Osszekottetéseinek ardnya a teljes
0.0 hdlézatban, datf. PFC: a PFC kér

Ossz. PFC Atf. PFC éleinek ardnya az 6sszes PFC dltal

létesitett dsszekottetéshez képest.

b. A halozat jellemzése a csoportstruktira alapjan

Fuzzy klaszterezést alkalmaztunk a PFC csoportstruktirajanak feltérképezésére.
Hat klasztert azonositottunk a teljes haldézatban, melyek koziil az areak elkotelezodése
alapjan a 2-s szamu volt a legnagyobb méretti (47 a 71 areabol), akarcsak a PFC-ben, ahol
mindegyik area kothetd volt ehhez a klaszterhez (9A tablazat). Csak a PFC-areakat
figyelembe véve kitiinik a 2-s klaszter aranyosan nagy mérete (15A abra). Ezzel szemben
a teljes halozatban a klaszterméretek eloszlasa egyenletesebb volt és a 2-s klaszter relativ

mérete kevésbé volt kiugro értékii (15A abra). Ezek az eredmények a PFC-areak teljes
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haldzathoz viszonyitott Viszonylag nagy részvételét mutatjak a 2-s klaszterben. Az egyes
aredkra nézve a 46, 9, 10, 24, 25 és 12 legnagyobb mértékben a 2-s klaszterhez k6todott,
ez volt a dominans klaszteriik. Ugyanakkor a PFC-areak mindegyike k6tédott mind a hat
klaszterhez (9B tablazat), bar a 2-s klaszterhez legjobban ko6t6dé 6 PFC-areca fele,

nevezetesen a 46, 9 és 24 mas klaszterhez csak kis mértékben asszocialt (9B tablazat).

9. tabldzat. A fuzzy klaszterezés eredménye.

(A) Fuzzy klaszterezéssel kapott csoportok (klszt.) szadma és mérete. Totdl: rézusz majom
teljes kérgi hdldzata 71 dredval, PFC: 10 prefrontdlis drea (Id. “6ssz.”, mint sor dsszeg).

KLSZT. 1 2 3 4 5 6 0SS7Z.
TOTAL | 16,21 21,14 10,49 8,10 9,42 5,63 71
PFC 0,68 5,24 0,61 0,39 1,23 1,84 10

(B) A 10 PFC-drea klaszter-elkételez6désének fuzzy klaszterezéssel meghatdrozott értéke
(rel. kiszt1).

AREA FEF A46 A24 A9 A32 A25 Al10 A45 Al2 All
REL.KLSZT.| 25 13 14 16 30 36 29 52 25 38

1Az adott dredhoz tartozé fuzzy klaszter vektor (ami megadja, hogy melyik klaszterbe mekkora
mértékben tartozik) delogaritmdlt entrdpidja. (Szumma p_i * log(p_i), ellentettje, amit egy 2-vel
vald hatvdnyozds kitevéjébe irunk.) Ez a "relevdns klaszterek szama", pl. egy [1, 0, 0, O, 0] alaku
vektorra 1, egy [0.5, 0.5, 0, 0, 0, 0] alaku vektorra 2, egy [0.25, 0.25, 0.25, 0.25, 0, 0] alaku
vektorra 4 stb.

A PFC-ben a FEF 9,4-s, fokszammal korrigalt hidsag értéke (Id. A.l.2.a fejezet) a
klaszterek k6zottt kommunikacidban jatszott meghatdrozd szerepét mutatta (15B ébra).
A FEF mellett hid aredknak tekinthetdk a 10, 25 és 12 is (15B abra). Ezzel szemben az
area 46 és 24 kis hidsag értékkel birt. Erdemes ramutatni a klaszterelkotelezédés és a
hidsag ellentétes viszonyara. Osszehasonlitottuk a 2-s klaszterben szerepld aredk és a
PFC-aredk centralitas értékét a haldzatban (15C abra). Fontos megjegyezni, hogy a 2-S
klaszterben magas szintli aszocidcidos kérgi aredk szerepeltek (15C ébra). Az
Oszehasonlitashoz a NB értékeket hasznaltuk, mert erésen korrelal a CDn-el (8B
tablazat). A 2-s klaszterben 12 area értéke esett a felsé kvartilisbe, ebbdl kettd, a 46 és
FEF volt PFC-area (15C abra). A 12 legnagyobb NB értékii area koziil 9-nek a 2-es volt
a o klasztere, koziilik egy, az area 46 tartozott a PFC-hez. A masodik legnagyobb NB
indexszel rendelkezé PFC-area, amelynek ugyancsak a 2-s volt a f6 klasztere, az 4rea 24

volt (15C éabra). A tobbi PFC-area kis NB értékkel birt.
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15. dabra. A PFC-dredk klaszterez6dése és centralitdsa rézusz majom teljes agykérgi
hdldézataban. (A) A fuzzy klaszterezéssel kapott csoportok méretének eloszldsa. Az
Osszehasonlithatésdg miatt a klaszterek méretét az oésszegekkel (9. tdbldzat)
normalizdltuk. Sziirke oszlopok: rézusz majom teljes kérgi hdldzata, fekete: PFC-dredk
hdlézata. (B) A prefrontdlis kérgi dredk fokszadmmal korrigdlt hidsdg indexe (fok x hid).
Az dttekinthet6ség miatt a FEF dredt ardnytalanul nagy értéke (9,4) miatt kihagytuk az
dbrdzoldsbdl. (C) A legnagyobb 2-s klaszter dredinak csucskoztiség centralitds-eloszldsa.
Sotétsziirke oszlopok: PFC-dredk, drnyékolds: azon dredk, amelyek domindns klasztere a
2-s volt, szaggatott vonal: felsé kvartilis.
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B. Az arean bellli és areak kozotti interakciok funkcionalis anatémiaja
populacié szinten a szomatoszenzoros kéregben

Az el6z6 fejezetben az agykérgi halozat nagyléptékii szervezddésének kérdéseivel foglalkoztunk.
Azonban, az areak és Osszekottetések egyetlen csucs, ill. élként vald reprezentacidja rengeteg
Iényeges tulajdonsag elhanyagolasaval jar, hiszen az aredak maguk is Osszetett, tobb szinten
szervez0do strukturak, sok idegsejt altal 1étesitett bonyolult kapcsolatrendszerrel. Az agykérgi
haldzat alaposabb megismerése céljabol meghatarozott lokalizacioval jellemezhetd, kérgi oszlop
méretli idegsejt populaciok osszekdttetésein keresztiil tanulmanyoztuk méokusmajomban az SI-

ben.

|. Az 6sszekottetések szomatotdpidja
1. A kéZ° reprezentdcid szomatotdpidja és az drea hatdrok azonositdsa

A kéz reprezentacio feltérképezéséhez intrinzik optikai jelet (10S) és
elektrofiziologiai méréseket alkalmaztunk. Ezek eredményei egymassal és az
irodalombol ismert eredményekkel megegyeztek (Chen és mtsi., 2001, 2003; Friedman
¢és mitsi., 2008). Minden egyes allatban harom-négy ujj reprezentaciojat térképeztiik fel,
melyek latero-medialis lokalizacidja jol azonosithato volt mind az area 3b és area 1-ben
(16A-C abra). Ezzel szemben a disztalis, medialis és proximalis ujjbegyek
reprezentacidja rostro-kaudalis elrendezddést mutat ugy, hogy a két area kozotti hatartol
legtavolabb helyezkednek el a disztalis ujjbegy reprezentacidk €s a hatarvonal kdzelében
a proximalisak (16D-F abra). Elektrofiziologiai mérésekkel az egyes ujjak
reprodukélva kimutattuk, hogy a receptiv mez6 (RF) area 3b-ben egy ujjra lokalizalhato
¢s kisebb, mint area 1-ben, ahol tobb ujj ingerlésével is aktivalhato egy-egy neuron (cf.
Friedman és mtsi., 2008). Ugyancsak az elektrofiziologiai méréssel azonositottuk a RF
inger szelektivitasat, mint pl. mechanikai vagy ho, ill. gyorsan vagy lassan adaptalodo
vélaszok (utobbiakat az abra nem mutatja). Osszegezve, drea 3b és area 1-ben a
szomszédos ujjak reprezentacidja az area hatarral nagyjabol parhuzamos, mig az egyes
ujjbegy-reprezentaciok az area hatarra tiikkor-szimmetrikusan lokalizalodnak. Ez az

elrendezddés tette lehetdvé az aredkat elvalasztd hatarok azonositasat.

® A mékusmajmoknak szembefordithaté hiivelykujjuk van, de precizids fogédsra nem, csak markolasra
képesek. [Costello, M.B., Fragaszy, D.M. (1988), Prehension in Cebus and Saimiri: |. Grip type and hand
preference. Am. J. Primatol. 15: 235-245. d0i:10.1002/ajp.1350150306]
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Az 4rea hatarok azonositasa a szomatotopian kiviil az idegsejtek inger
szelektivitasa alapjan tortént. SI-ben a tiikorszimmetrikus vetiilés miatt az area 3a/3b
hatar a disztélis ujjbegy reprezentaciok kozott, mig area 3b/1 hatar a tenyér reprezentacion
keresztiil huzodik. Area 3b és 1-ben a taktilis ingerekre adott erételjesek idegsejt valaszok
jol meghatarozhaté topografia mentén véltoztak. Area 3b és 1 kozott 1ényeges volt a fent
mar emlitett kiillonbség a RF méretben. Area 3a-ban az idegsejtek féleg mély receptorok
hosszantarto ingerlésére, valamint az iziiletek passziv mozgatasara valaszoltak. E
valasztulajdonsagok segitségével az area 3a, 3b és 1 kozotti hatdrok megbizhatdéan
azonosithatok voltak. M1-ben és area 2-ben csupan durva szomatotdpids vetiilés, nagy
RF-k és az ujjak felszines taktilis és mély ingerlésére, ill. passziv mozgatasara adott Kis
és/vagy kevert idegsejt valaszok voltak jellemzok. Ezért az area 3a/M1, valamint area 1/2
kozotti hatarok meghatarozasa kevésbé volt egyértelmii, mint a tobbi esetben.
funkcionalis térképen a neuronalis 0sszekottetések eloszlasat. Vizsgalatainkat a tapintas
szempontjabol kiemelkedd jelentdséggel rendelkezd disztalis ujjbegy reprezentaciora
korlatoztuk. A neuronalis Osszekottetések kimutatdsara a mind anterograd, mind pedig

retrograd iranyban transzportal6dé6 BDA-t hasznaltunk.

16. dbra. Funkciondlis szomatotdpids térképek a szomatoszenzoros kéregben. A kéz
reprezentdcidja az egyes ujjak vibrotaktilis ingerlésével kivdltott intrinzik optikai jel (10S)
mérésével késziilt felvételeken (sétét foltok) (A-F), valamint az ujjak és a tenyér hasonlo
ingerlésével kivdltott elektorfizioldgiai térképen (G). (A-C) A 2. ujj (D2) és 4. ujj (D4)
disztdlis ujjbegyének szomatotdpids reprezentdcidja az drea 3b- és drea 1-ben. A vérds
nyilak azonositdsi pontokat jel6lnek. Laterdlis irdny balra, ss felfelé. (folyt.)
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Mindkét dredban Iathato a két ujjbegy lokalizdciojanak medio-laterdlis iranyu
kilénbsége. (D-E) a D4 disztdlis, k6zépsé és proximdlis ujjbegyének ingerlése drea 3b-
ben (v6rés szaggatott vonaltdl balra) és drea 1-ben (v6rés szaggatott vonaltdl jobbra).
A két drea kozti hatdrt vords szaggatott vonal jelzi. Laterdlis irdny a kép alja felé, rostrdlis
balra. Az ujjak drea hatdrra szimmetrikus reprezentdciojdt mutatja az egyre disztdlisabb
ujjbegyeket reprezentdlé aktivitds-foltok elkiiléniilése. (G) Elektroddval mért
sejtaktivitds szelektivitdsa a kéz kiilonb6zé részeinek ingerlését kévetéen az agyfelszini
értérképen. Megfigyelhets, hogy drea 3b-ben a receptiv mezé (RF) egyetlen ujj
meghatdrozott részére lokalizdldodik, mig drea 1-ben ugyanazon neuron tébb ujj
ingerlésre is vdlaszol (pl. dit/d2t). Az ujjak jele mellé irt t, m és p jelentése: disztdlis,
medidlis és proximdlis ujibegy; thn: hiivelykujj pdrna; hyp: hiivelykujj pdrna alatt; jt:
iziilet; palm: tenyér; w. csukld; dp: mély receptor; cutan: b6rreceptor; heat: héérzékeny.
Pontozott vonal: drea hatdrok, m: medidlis, p: posterior. Méretardny: 1 mm. Méretardny
(C)-n érvényes (A) és (B)-re, (D) méretardnya alkalmazhato (E) és (F)-re.

2. A BDA-jelélés jellemzése

Az egyes metszeteken a beadasi helyet egy 250-400 um atmér6jii erés, homogén
denzitasti mag régid és e koriil BDA-jelolt axon és dendrit nyalvanyokat, valamint
perikaryonokat nagy stiriiségben tartalmaz6 gytirt jellemezte (17A,B,E abra). Esetenként
ett6l a mintazattol kis eltérést tapasztaltunk. V-ben (area 3b beadas) a hosszabb talélési
1d6 (20 nap szemben a tobbiek esetében tartott 10-16 nappal) miatt a beadasi hely kisebb
intenzitassal festédott (17D abra). M és P-ben (area 1 beadas) a magot 6vezé gylrt régiot
nem vagy nehezen lehetett azonositani (17D,E abra). A BDA-beadas mélysége szintén
egyedi eltéréseket mutatott: drea 3b beadasok tobbségében a felso rétegekre lokalizalodott
(2/3 allat), mig area 1 beadasok esetén 2 allatban a teljes kérgi mélység jelo16dott (17D,E
abra). A mag régioban a BDA direkt modon az injekcidval is bejuthatott az idegsejtekbe,
ami kiilonosen az atfutd rostok és a retrograd jelolés esetén problémassd teszi az
afferentacio lokalizacidjanak pontos meghatarozasat. Ezért a mag régiot a BDA-jelolés
eloszlasanak elemzésébdl kihagytuk.

A mag régi6 az Osszes esetben magaba foglalta a szupragranuldris €és szemcsés
rétegeket, de area 1 beadasok, kiilondsen Mo és P esetében a mélyebb infragranularis
rétegekbe is kiterjedt (L0A,B tablazat).

Atnézeti képeken a BDA transzportja tobb siirlisodést eredményezett a beadasi
helytdl akar tobb milliméterre (17C abra). Ez a mintazat kiilondsen szembetiind volt az
injektalt aredn beliil, de nagyobb, lazabb szerkezetii foltok a szomszédos areakban igy 3a,

area 2 és M1-ben is azonosithatok voltak.
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17. abra. BDA-jelélés. (A,B) A beaddsi hely fénymikroszkdpos képe egy-egy reprezentativ
esetben az drea 3b (A, Mc) és az drea 1 (B, Mo) beaddsokbdl. A (B) abrdn a beaddsi hely
mag régiojdt a belsé kér, kériil6tte a gydiriit a nagyobb kér hatdrolja. Nyil: jelélt idegsejt.
(B) felvétel orientdcidja megegyezik (A)-val. (C) A BDA-jelélés eloszldsdnak panordma
képe 520 um-el a felszin alatt, az also-k6zépsé rétegekbdl szarmazd metszeten drea 3b
beaddst kévetden (BDA). Az inverz képeken (A,C) jol Iathato a jel6l6dés foltos eloszldsa
a beaddstdl tavoli teriileteken is. Rostrdlis irdny fent, medidlis jobbra. D2t, D4t: 2. és 4.
ujjak disztdlis ujjbegye, A1/A2: drea 1 és 2, szaggatott vonal: hatdr drea 3b és 1 kézétt,
CS: centrdlis sulcus. (D,E) BDA beaddsi helyek fénymikroszkdpos képei (D) a grafikus
rekonstrukciokon (E) csillaggal jelélt metszetekrél a 6 kisérleti dllatban. A mag és gy(irii
régiok laterdlis kiterjedését a fekete és sziirke szinezés mutatja a metszetsorozaton
keresztiil. A szurcsatorndt vildgos pont jelzi. Az drea 3b beaddsok a felsé sorban, az drea
1 beaddsok az alsé sorban ldthatok. A szamok azon legfelsé és legalsé metszetek
agyfelszintél mért mélységét mutatjagk, amelyeken a BDA-beadds egyértelmiien
azonosithato volt. Megfigyelhet6, hogy drea 1 beadds esetén a mag régio 2 dllatban (P
és Mo) a teljes metszetsorozaton kévethetd volt. Méretardny: 250 um (A,B), 1 mm (C) és
200 um (D,E).

A BDA az idegsejtek apro részleteit is jelolte beleértve nemcsak a kozeli, de a

vékony, tavoli nyulvanyokat (18. abra). Retrogad transzporttal elsésorban a tiiskés
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dendriti piramissejtek jelolddtek (18A abra), melyeken az apikalis dendrit gyakran valt
lathatova a fokusztavolsag valtoztatasaval a horizontalis metszetsikon. Sima dendritli
neuronok csak kis szamban jel6lédtek, ezek eloszlasat nem tanulmanyoztuk. A BDA-
jeloléssel jol azonosithatova valtak a dendritek és axonok, valamint azok kisebb
struktarai, a dendrittiiskék és boutonok (18B abra). Az axonokat a dendritektdl
megkiilonboztette a vékonyabb méret, kanyargdsabb lefutas, a dendrittiiskékhez hasonld,
de kisebb, nyélen iil6 boutonok, melyek viszonylag ritkak voltak a stirin lathatd
varikozitasokhoz képest (18B,F abra).

Az anterograd axon jelolés 3 formajat kiilonboztettiik meg: 1) termindlis axon
arborizacids foltok (tovabbiakban axonfoltok) (18C abra). Az axonfoltokat nagyszamu
boutont formald, vékony axon 4gak siirli szovedéke alkotta (18D abra). Az axonfoltok
kitlintetett figyelmet kaptak vizsgéalatainkban, mert ezek lokalizacidja a beaddsi hely
specifikus efferens teriileteit azonositja. 2) Lateralis (agyfelszinnel parhuzamosan futo),
tavoli vetitd, viszonylag egyenes lefutasu, vastag és sima rostok, melyeken varikozitasok
vagy nyélen iild tiiske-szerli boutonok nem lathatok (18E abra). 3) Ugyancsak
oldaliranyt, tavoli vetitd, de boutonokat formald, az el6zénél vastagsagat tekintve

valtozatosabb, de javarészt vékony és kanyargos lefutasu axonok (18F abra).

10. tablazat. A BDA beadds jellemzéi. Az értékek um-ben értendbk. Az iivegkapilldrisok
dtmérdi beadds utdn mért bels6 dtmérére vonatkoznak. A beaddsi mélység az
injekciohoz haszndt mikromanipuldtorral az agyfelszintél mért érték. A mag régio
dtmérdjét azon a metszeten hatdroztuk meg, ahol legnagyobb volt a kiterjedése, ill.
legintenzivebben fest6détt. Mag mélység: a metszet mélysége a sorozatban, ahol a mag
a legnagyobb kiterjedést mutatta. A beaddsi és a mag mélység kiilénbsége az agy
pulzdldsabdl és duzzaddsdbdl adddott.

(A) Area 3b beads.
‘ Elektrod hegy Beadasi Mag Mag
Allat o . A e
atmérd melység atmeérd mélység
Mc 12 350 260 260
\Y ~20 350 380 390
J ~15-17 350 330 260-390
(B) Area 1 beadds.
‘ Elektrod Beadasi Mag Mag
Allat e , A Py
hegy atméro melység atméré  mélység
M 30 350, 750 313 320
Mo 10 350, 750 295 160-800
P 10 350, 750 403 160-800
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18. dbra. Retrogrdd és anterogrdd BDA-jeldlés. (A) Retrogrddan jeldlt piramissejt tiiskés
dendrit dgakkal. (B) BDA-jel6lt horizontdlis axon (nyilak) és tiiskés dendrit (nyilhegy)
dgak. (C) Manudlisan kériilhatdrolt (halvdny kontur) anterogrdd jel6lt termindlis axon
arborizdcids folt kis nagyitdsu, inverz képe. (D) Axonvégzddési folt nagy nagyitdsu inverz
képe mdsik példdn. Lathaté a boutonokat képezd, vékony, tdvoli axon eldgazdddsok
gazdag hdldzata. (E) Forditott Y alaku, vastag, sima, drea 3b és drea 1 kbzott futd axon
nyulvdny kis nagyitdsu, inverz képe. A viszonylag egyenes lefutdsu axon hatdrozottan
kiilénbozik a (B), (D) és (F) képeken ldthatd, boutonokkal gazdagon diszitett axonok
kanyargds megjelenésétél. (F) Hosszu lefutdsu, boutonokat képezd, horizontdlis

axonszdlak. Nyilhegy: varikozitds tiiske-szerli axonvégzdédéssel, nyilak: axondlis
varikozitdsok. Méretardny: 25 um.
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3. A szomatotopids és az anatdmiai térképek illesztése

A szomatoszenzoros kérgi Osszekottetések szelektivitdsanak és funkcidjanak
megértéséhez alapvetd feltétel volt a kiilonbozo strukturalis (palyajeldlés) és funkcionalis
(IOS, elektrofizioldgia) térképek pontos illesztése. Ezt elsOsorban az agyfelszini
érmintazat alapjan végeztiik el. Az IOS és elektrofizioldgiai mérés az agyfelszinre vetitve
jelenitette meg a szomatotopiat és mas RF tulajdonsagok lokalizaciojat (19A-C abra). A
hisztoldgia soran ugyanakkor a kivalasztott kérgi teriiletet kimetszését kovetden le kellett
metszeni, majd az egyes feldolgozott metszetek egészérdl panorama képeket készitettiink
(pl. 17C ébra). A mélyebb tangencionalis metszeteken szinte csak a felszinre
fiiggdlegesen futd erek keresztmetszetei azonosithatok szemben az agy felszinén, a lagy
agyhartyaban futo horizontalis érmintazattal (19A-C,E abra). A szomszédos metszetek
illesztéséhez ilyen, a sorozaton vagy annak egy részén kovethetd érkeresztmetszeteket
hasznaltunk, kiegészitve egyéb tdjékozodasi pontokkal, mint a BDA injekcio, és az
esetlegesen lathatd wolfram elektroda szurcsatornai. A parosaval Osszeillesztett metszet
sorozatot a felszinr6l gyijtott vastag, 100 pum-es metszetek alapjan rekonstrualt
agyfelszini horizontdlis érhalozat segitségével tudtuk a funkciondlis térképekkel
Osszeilleszteni (19D abra). Ehhez el6tte azonos méretlire nagyitottuk/kicsinyitettiik az
agyfelszinrdl késziilt képet és a metszetek panorama képeit. Az illesztéshez tovabbi
fontos tampontot jelentettek a felszinen futé erek mélybe forduld agai, amelyek
keresztmetszetei a mélyebb metszeteken azonosithatok voltak (19A,D,E abra). A
folyamat végeredménye, az agyfelszinre illesztett Neurolucida rekonstrukciok egy
példaja a 19F abran lathato.

Az eredmények kiértékeléséhez fontos ismerni az illesztés pontossagat. Ennek
egy reprezentativ példaja a 19F abra mutatja. Az illesztés pontossagat részben a mélyebb
metszek érkeresztmetszeteinek és az agyfelszini foton a mélybe fordulo erek helyének
illeszkedésével ellendriztiik. Az illesztés pontossaganak meghatirozasat, ill. magat az
illesztést a beadasi helyen, és az elektrod penetracidk altal helyenként okozott
szurcsatornak is segitették, amiket szintén jeldltliink az anatomiai térképezés folyaman. A
metszetek és funkcionalis térképek illesztésének pontossaga 10 pum, ill. néhany 10 um
kortl volt. A legnagyobb pontatlansagot, 150 um, a sorozatmetszetek szélén talalhato
struktarak esetében mértiik, de ilyen tavolsagban nem végeztiink méréseket. Amint a 19F
abran lathato, a beadasi hely koriili illesztés pontossagat az illesztéshez tdjékozddasul
hasznalt struktirdkat jelz6 szimbolumok szinte tokéletes atfedése mutatja. A
sorozatmetszeteken a beadasi hely koriil taldlhatd nagyobb erek atmetszetei végig
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kovethetdek voltak a sorozaton és majdnem tokéletesen egymashoz illeszthetdek. A
beadési helytdl tavol az illesztéshez hasznalt struktirdk nem minden esetben fedtek at.
Fontos megjegyezni, hogy ebben szerepet jatszhat az is, hogy az illesztésnél figyelembe
vett vérerek lefutasa az agyfelszinre nem teljesen merdleges €és nem is teljesen egyenes,
hanem kanyarokat is képeznek. Azt is fontos megjegyezniink, hogy a kihagyasok miatt
nem a kozvetlenlil szomszédos metszeteket illesztettiik, ami tovabbi pontatlansagot
eredményezhet a fenti, ill. a szdvetben természetesen el6forduldé mas strukturalis
véltozasok miatt (pl.: érvastagsag, neuropil allomany, idegsejtek szama). Osszességében
a 10 um koriili pontossagot a populaciés szintlii szervezddést vizsgald méréseinkhez
megfelelonek talaltuk. Fontos megjegyezni azt is, hogy a hisztologiai procedura soran
alkalmazott technikdk, kiilondsen a blokkok enyhe nyomas alatt torténd utdfixélasa

tapasztalataink szerint nem okozott a mérésekkel dsszeegyeztethetetlen torzulasokat.

19. dbra. A szomatotdpids térképek és a BDA-jel6lés illesztése M esetében (drea 1
beadds). (A) Az agyfelszin képe az erekkel és elektrofiziologiai mérépontokkal (szines
kérok). Fekete korok jeldlik az illesztéshez haszndlt, mélybe forduld felszini erek dgait.
Kék nyil: beaddsi hely, m: medidlis, p: posterior. (B) Intrinzik optikai jel: ingerlés nélkiili
spontdn mikdédési (blank) dllapot. (C) A D2 ujjbegy ingerlés intrinzik optikai jele (s6tét
foltok) drea 3b-ben és drea 1-ben (fehér nyil). (D) BDA-jel6lés metszetsorozatdnak
egymadsra illesztett inverz felvételei a beadds kérnyékérél, és ennek illesztése az erekrél
késziilt agyfelszini képpel. A zéld és piros kérék az illesztéshez haszndlt ereket jelélik, a
kék nyil a 2. ujj disztdlis ujibegy reprezentdcidjat. (E) BDA beadds és jel6lédés (folyt.)

87



dc_1938 21

fénymikroszkopos képe az illesztéshez haszndlt erek keresztmetszetivel (fekete kérék)
egyetlen metszeten. A beaddsi hely és kbzvetlen kérnyezete sétét foltként jelenik meg. A
metszet felsé szélén lathatd a centrdlis sulcus laterdlis vége. (F) A retrogradan jelélt
neuronok eloszldsa (sétét zéld kérék), az elektrofizioldgiai térkép és az agyfelszini
értérkép illesztése. Kék négyszogek: erek keresztmetszetei, piros négyszégek: elektroda
szurcsatorndk, vildgos zéld és piros kérék: elektrofizioldgiai mérépontok, nyilhegyek: az
illesztéshez haszndlt erek keresztmetszetei a beaddsi hely kériil, nyilak: az illesztéshez
haszndlt strukturdk beaddsi helytél tdvol. A tobbi jeldlés és felirat megegyezik a 16.
dbrdéval. Megfigyelhet6, hogy a beaddsi hely kézelében gyakorlatilag tokéletes
illeszkedést kaptunk, attdl tdvolabb a pontossdg csékken (nyilak) és csak nagyobb
tavolsdgra vdlik pontatlannd (iires nyil). Méretardny (D)-n 1 mm, mindegyik panelen
alkalmazhato.

4. Az drea 3b 6sszekottetéseinek eloszldsa

A beadasi hely pontos lokalizacidja 1ényeges az 0Osszekottetések laterdlis
eloszlasanak meghatarozasahoz. A disztalis ujjbegy reprezentaciok IOS-térképe,
valamint a BDA injekciok pontos helye és mérete a 20. dbran lathatd. Area 3b-ben a BDA
beadds mindharom esetben a D2 disztalis ujjbegy reprezentéacio kis teriiletére terjedt ki.
a D3 disztalis ujjbegy reprezentaciojaval (20C abra). Egy esetben, V-ben (20A ébra) a
szurcsatorna viszonylag nagy ¢€s jol kovethetd volt, mig mas esetekben alig lehetett
nyomat talalni. V-ben a szurcsatorna kozvetleniil egy vertikalisan futd ér mellett haladt
¢és feltehetden megsértve azt kis vérzést okozhatott. Ennek nyoma lathatd volt az iiveg
kapillarison, ¢és mint alabb ismertetésre keriill eredményeink szempontjabol
elhanyagolhat6 mértékben, de a BDA transzportra is hatassal volt (21A abra).

A BDA-jeldlés horizontalis eloszlasa a harom esetben hasonld volt: erdteljes
retrograd jelolddés a beadasi hely 1-2 mm-es kdrnyezetében és ettdl tavolabb a jelolt
idegsejtek csoportosulasa mind medio-laterdlisan és rostro-kaudalisan (21A 4bra). Az
area 3b bemenetét képezd aredkban a jelolt idegsejtek egyetlen siirli klasztert képeztek,
ami legszembetlinObben area 1-ben volt megfigyelhetd.

Ugyancsak erdteljes anterograd jelolédés latszott a beadéasi helytél medio-
lateralisan és rostro-kaudalisan (21B abra). BDA-val jelolt horizontalis vetit rostokat
azonositottunk arean beliil, valamint az area 3b altal innervalt areakban, igy area 1-ben.
Hasonlo eloszlast mutattak az axonfoltok, melyek arean beliil medio-lateralis iranyban
szordodtak, mig rostro-kaudélisan az drea 3b altal innervalt aredkban, kiilondsen area 1-

ben erdteljesen csoportosultak, ugy, mint a retrograd jel616dés esetén.
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20. dbra. A BDA injekcid kiterjedése és lokalizdcidja a kéz reprezentdcio teriiletén drea
3b beaddst kévetden az egyes esetekben (V, J, Mc). (A-C) A disztdlis ujjbegy reprezentdcio
10S-térképei (fekete kérvonalak) drea 3b-ben és drea 1-ben. A BDA beadds helyét fehér
kézepli kér jelzi. Pontozott vonal: aredk kézétti hatdr. (D-F) A BDA beadds szévettani
metszeteirdl késziilt inverz képek illesztése az 10S-al azonositott, beinjektdlt disztdlis
ujjbegy reprezentdcioval (fekete kérvonalak). A szurcsatorna és a mag régio
lokalizdcidjat a fehér kbzepii kér mutatja. A BDA injekcié méretét a mag koriili gytirdivel
a nagyobb, pontozott vonalu kér jeléli. D1-4: 1-4 ujjak. r: rostrdlis, m: medidlis.
Meéretardny: 1 mm (A-C) dbrdkon és 250 um (D-F)-en.

Egyedek kozotti eltérések leginkabb a BDA-jelolés erésségében mutatkoztak. A
V esetében tapasztalt kiugroan erds retrograd jel6lést a hosszabb talélési id6 (20 nap
szemben J és Mc 10, ill. 14 napjaval) mellett a valamivel nagyobb BDA beadas is
okozhatta (10A tablazat). A jelolt rostok és axonfoltok szamanak kiilonbségeit
feltehetden az eltéré idotartamti talélés eredményezte. Az axonfoltok erételes
jelolédéséhez eredményeink szerint kelld hosszisagn, legalabb 14 napos talélési id6
kitiriilését eredményezheti. Ez magyardzza, hogy V-ben erés axonfolt jelolés mellett

gyenge volt a rostok jel6l6dése, mig J-ben ennek ellenkezdje latszott. A BDA-jel Mc-ben

mondhat6 optimalisnak, ahol a rostok €s az axonfoltok egyarant jol jel6lodtek.
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21. dbra. A retrogrdd és az anterogrdd BDA-jeldlés horizontdlis eloszldsa a hdrom
kiilbnbéz6 esetben (V, J, Mc) drea 3b beaddst kévetben. (A) Minden fekete szimbdlum
egy retrograd jelolt idegsejtnek felel meg. A BDA injekcid helyét fehér pont jelzi. (B)
Anterogrdd jeldlt axonok (szines vonalak), valamint termindlis axon arborizdcids foltok
(z6ld kérvonal) rekonstrukcioi. Az intrinzik, dredn bellili 6sszekdttetések tébbnyire latero-
medidlisan futnak (kék vonalak), mig az dredk kézétt az axonok az drea hatdrokat
dtlépve féleg rostro-kauddlisan (piros vonalak). Szaggatott piros vonalak: drea hatdrok,
fekete pont: BDA beadds helye. Az Mc-n megadott méretardny mindegyik
sorozatmetszeten 1 mm-t jeldl.

a. Afferens terlletek: retrograd sirlségtérképek arean belll és aredk kozott
idegsejtek legnagyobb stirisége alapjan hataroztuk meg. A Voronoi-siiriségtérképek jol
reprezentaljak a retrograd jelolés eloszlasara vonatkoz6 fenti megfigyeléseinket az aredn
beliili afferentacio medio-lateralis orientacidjarol, valamint, hogy a szomszédos areakbol
az afferentacio egy viszonylag jol koriilhatarolhat6 teriiletrdl ered (22. abra). A VVoronoi-
stirtiségtérképek azonban tulsdgosan részletgazdagok voltak, ezért az afferentacio

eredetének pontos meghatarozasahoz tovabbi feldolgozasra volt sziikség.
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22. dbra. A retrogrdd jeldlés strliségének dbrdzoldsa Voronoi-celldk segitségével a kérgi
felszinre vetitve. (A-C) Voronoi-stirliségtérkép drea 3b beaddst kévetéen a hdrom
esetben (V, J, Mc). A Voronoi-celldkat teriileteik logaritmusa szerint sziirkedrnyalat jeléli
(sététebb drnyalat kisebb teriilet). Pontozott vonal: drea hatdrok. A fehér kér a BDA
beadds kériili 300 um dtmérdji teriilet, amit az elemzésbdl kihagytunk. Rostrdlis irdny
fent, medidlis jobbra. Méretardny: 1 mm.

A Voronoi-cellakbol atlagtol valo eltérésiik alapjan, szoras (SD) egységenként
szinezve kapott strtiségtérképet az 10S-térképpel illesztve hataroztuk meg a fontos
afferens teriileteket (23. abra). A vizsgalt kérgi teriilet legerésebb afferentaciojat
lokalisan, a beinjektalt ujjbegy reprezentaciobol kapja (1-3 SD az atlag felett). Emellett
erbteljes retrograd jelolodést azonositottunk a vizsgalttal szomszédos disztalis ujjbegy
reprezentaciokban (D1-ben is, aminek lateralis lokalizacidja az ismert szomatotopia
alapjan kikovetkeztethetd J és Mc-ben is). A tavolabbi ujjak (D4-el kezd6dben)
reprezentacioi viszonylag gyenge, 2-3 szoras egységgel kisebb afferentaciot produkaltak,
mint a szomszédosak. Kaudalisan az ujj kozépso-proximalis részének reprezentacioja
szintén viszonylag erésen jel616dott.

A szomszédos areak koziil az area 1-el létesitett Osszekottetéseket vizsgaltuk

alaposan. Az IOS és siiriségtérképek illesztése megmutatta, hogy areak kozott az

afferentdci6 homotop eredetli, azaz elsésorban a vizsgalt disztalis ujjbegy

crer

crer

viszonylag erds jel6lés a D4 disztalis ujjbegy reprezentacioban Mc-ben, szemben a masik
két esettel. V-ben, ahol nem kaptunk értékelhetd 10S-térképet area 1-ben, a legerdsebb
jelolédés J és Mc-hez hasonléan lokalizalt volt és az ismert szomatotopia alapjan

valdszintisithetéen a homotdp ujjbegy reprezenticiora szoritkozott. Az drea 3b-tdl
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rostralisan tovabbi két teriileten, az area 3a és M1-ben szintén jol lokalizalhaté erésebb
jelolodést talaltunk, ami, hasonléan area 1-hez, homotop areak kozotti 0sszekottetésekre

utal.

23. abra. A D2 disztdlis ujjbegy reprezentdcio afferentdcidjanak eredete az 10S-térképen,
BDA drea 3b beaddsdt kévetden. (A-C) Retrogrdd jelélt neuronok siirliségeloszldsanak
(szinkdd) és I0S aktivitasmintdzatdnak (fekete konturok) illesztett térképei az egyes
esetekben (V, J, Mc). Az afferentdcio szelektivitdsat a legstiriibben jel6lt és az 10S-
aktivitdst produkdlo teriiletek dtfedése mutatja. A szinek a Voronoi-celldk méretének
dtlagtodl valo eltérését jelélik szords (SD) egységekben megadva. d1-4: 1-4 ujjak disztdlis
ujjbegy reprezentdcioi, pontozott vonal: drea hatdrok, M1: elsédleges motoros drea, r:
rostrdlis, m: medidlis. Fehér folt: a BDA beadds elemzésbél kihagyott mag régidja.
Méretarany: 1 mm.

b. Efferens teriletek: anterograd jel6lt axonfoltok eloszlasa arean belll és aredk
kozott

A célteriilet-szelektivitast medio-lateralis intrinzik ¢és fokalis areak kozotti
eloszlas jellemezte hasonldéan a bemenet-preferenciadhoz (24. abra). Lokalisan, a BDA
beadas kozelében axonfoltok azonositdsa nem volt lehetséges az erdteljes jelol0dés miatt.
Ezen a région tal, az injektalt ujjbegy reprezentaciot azonositdo 10S-area periférigja felé
mar jelentds szamu axonfoltot taldltunk. Az arean beliili axonfoltok szintén atfedtek a
szomszédos, disztalis ujjbegy reprezentaciokkal (D1 és D3), viszont a nem szomszédos

D4 reprezentacidban és azon tul nem fordultak eld. Az ujjak kozépsé-proximalis

crer
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Area 1-ben az axonfoltok erdsen centralizaltan a homotdp, D2 disztélis ujjbegy
reprezentacidoban jelentek meg. Emellett J és Mc-ben a szomszédos D3 és D4 disztalis
ujjbegy reprezentaciokban is lathato volt egy-egy axonfolt. Ugyancsak erds jelol6dést
kaptunk V-ben az area 3b-tél rostralisan. Hasonloan az area 1-ben leirtakhoz, az

axonfoltok ez esetben is er6sen lokalizalt inter-arealis eloszlast mutattak. A

crer

crer

nehezen értékelhetd, de az eloszlasa értelmezhetd a V-ben leirtak szerint. J-ben area 3b-

tol rostralisan nem talaltunk axonfoltokat.

C
| I

........
.........
........

24. abra. A D2 disztdlis ujjbegy reprezentdcio specifikus efferens teriileteinek eloszldsa
az 10S-térképen, BDA drea 3b beaddsdat kévetden. (A-C) Anterogrdd jelélt axonfoltok
(vords konturok) és 10S aktivitdsmintdzat (fekete konturok) illesztett térképei az egyes
esetekben (V, J, Mc). Az efferens teriilet szelektivitdsdt az axonfoltok és az 10S-térkép
dtfedése mutatja. A jelélések megegyeznek a 23. abrdn alkalmazottakkal. Rostrdlis irdny
fent, medidlis jobbra. Méretardny: 1 mm.

c. Az afferens és efferens terlletek atfedése

Mindharom esetben megfigyelhet6 volt, hogy az axonfoltok legféképp a retrograd
jelolodést legnagyobb stirliségben tartalmazd teriileteken csoportosultak (25. abra).
Emellett az erdteljes reciprocitas mellett az is lathatd, hogy a kis stirtiségii retrograd jelet
tartalmazo teriileteken nagyszamu horizontélis vetitd axon nyalvany jel6l6dott (vo. 21.
¢és 25. abrak). A reciprok Osszekottetés mind aredn beliil és azok kdzott megfigyelhetd
volt. Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy eredményeink a retrograd €s anterograd jel

horizontalis 2D vetiiletére vonatkoznak. Eléfordulhat, hogy az ily modon reciproknak
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latsz6 Osszekottetés a kétféle jelolodés eltérd rétegeloszlasa miatt nincs direkt

kapcsolatban egymassal.

M1

Area3b d?.'

»)

o0
5

Area 1

25. dbra. A D2 disztdlis ujjbegy reprezentdcio afferens és efferens teriileteinek dtfedése
és kapcsolata az ujjak reprezentdcidjdval. (A-C) Az anterogrdd jeldlt axonfoltok (fekete
kontdrok), a retrogrdd jel stirliségeloszldsdnak (szinkod) és az elektrofizioldgiai mérések
(fehér kérék fekete kérvonallal) illesztett térképei az drea 3b beadds egyes eseteiben (V,
J, Mc). Vérés ellipszisek: ujjak reprezentdcidi. A BDA beadds helyét nyil mutatja. d2t, d4t:
a 2. és 4. ujjak disztdlis ujjbegy reprezentdcioi. A tébbi jelélés megegyezik a 24. dbrdn
alkalmazottakkal. Méretardny: 1 mm.

5. Az drea 1 dsszekéttetéseinek eloszldsa

A 26. abra mutatja a disztalis ujjbegy reprezentaciok 10S-térképét, valamint a
BDA injekci6 pontos helyét és méretét. Area 1-ben a BDA beadas két esetben (M és P;
26A,C abra) a D2, egy esetben (Mo; 26B abra) pedig a D4 disztalis ujjbegy reprezentaciod
kis tertiletére terjedt ki. P esetében a beadasi hely az IOS mérés soran ingerelt borfeliilet
reprezentaciojan kiviil kertilt, de az elektrofiziologiai mérések alapjan a disztalis ujjbegy
reprezentacio teriiletére lokalizalodott kissé atfedve a koz€épso ujjbegy reprezentacidval
(26C,F abra). M esetében az elektrofiziologiai mérések azt mutattak, hogy a beadas kis
mértékben atfedett a D1 disztalis ujjbegy reprezentacioval (26A,D éabra).

A retrograd jelol6dés horizontalis eloszlasanak két mintazatat azonositottuk (27A
abra). 1) Arean beliil az area 3b-hez hasonldan area 1-ben is a legerdsebb jelolédés a
beadasi hely koriil volt, ettdl tavolodva fokozatosan csokkent a retrograd jeldlt idegsejtek
stirisége. Az erdsen jelolt teriilet P-ben volt a legnagyobb, mig M és Mo esetén hasonlo
kiterjedésii. 2) A szomszédos aredkban a BDA idegsejt csoportok retrograd jelolddését

eredményezte. Area 3b-ben az erdteljes retrograd jelolddés egy viszonylag jol
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koriilhatarolhato teriiletre lokalizaloédott az area rostralis hatara kozelében. Hasonloan,
area 2-ben a retrograd jelolt idegsejtek egy nagyobb klaszterét figyeltiik meg P-ben, ill.
kisebb mértékben M-ben ugyancsak az area rostralis hatara mentén. Az areak kozotti
ami area 1 és 2 esetében a kozos hatar mentén, annak két oldalan talalhatd, mig area 3b
esetén attdl rostralisan az area 3a/3b kozos hatar mentén. Area 2-ben ugyanakkor a jelolés
nem volt pontosan rekonstrualhaté, mert a metszetek e teriiletet csak részben

tartalmaztak.

D5
D4
D3 e

D2

DI «
Palm #
Injection site @ P

26. dbra. A BDA injekcio mérete és lokalizdcidja a disztdlis ujjbegy reprezentdcio 10S és
elektrofizioldgiai térképein drea 1 beaddst kévetben az egyes esetekben (M, Mo, P). (A-
C) A disztdlis ujjbegy reprezentdcié 10S (fekete kérvonalak) és elektrofizioldgiai
(kiilbnb6z6 szimbdlumok) térképei drea 3b-ben és drea 1-ben. A BDA beadds helyét fehér
kézepli kor jeldli. Pontozott vonal: dredk kézotti hatdr. (D-F) A BDA beadds (fehér kézepli
kér) szévettani metszeteirdl késziilt inverz képek illesztése az 10S-al azonositott,
beinjektalt disztdlis ujjbegy reprezentdcioval (fekete kérvonalak) az agyfelszinen. D1-5:
1-5 ujjak; D,M,P: disztdlis, medidlis, proximdlis ujjbegyek; Palm: tenyér. r: rostrdlis, m:
medidlis. Méretardny (A)-n 1 mm érvényes (B,C)-re, (D)-n 250 um érvényes (E,F)-re.
Hosszt lefutasu axonok kiilondsen erésen jelolédtek Mo-ban és P-ben (27B abra).
Ezekben az allatokban a beadasi helytdl kiindulva massziv, rostralis irdnyu, anterograd
jelolt axon koteget azonositottunk, ami area 3b és 3a-n athaladva feltehetéen M 1-ig vetiilt
(27B abra, kék szinnel). Ugyancsak er6s axon koteg jelolodott a BDA beadastol
kaudalisan area 2-be vetiilve (27B abra, zold szin). Metszet sorozatainkon a kaudalis

plexus révidebb volt, mint a rostralis. Az arean beliili vetitd6 axonok dontéen medio-

lateralis orientaciot mutattak (27B abra, piros). M esetében a ferde metszési sik miatt csak
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rovid axon szakaszokat tudtunk rekonstrualni, melyek eloszlasa a fent leirtaknak
megfelelt (27B abra).

Az axonfoltok eloszlasat area 1-ben medio-lateralisan elnyujtott mintazattal
lehetett jellemezni (27B abra). Ezzel szemben area 3b-ben az axonfoltok erételjesen
csoportosultak hasonléan az area 3b beadast kovetden feltart aredk kozotti jeldléshez
(27B abra). P-ben, eltéréen a masik két esettdl, az areak kozotti axonfoltok az arean
beliilihez hasonlé medio-laterlis eloszlast mutattak (27B &bra). Area 1-ben az axonfoltok
lokalizacioja foleg a kaudalis hatar kozelében volt megfigyelheté. Area 3b-ben az
axonfoltok jobban szorédtak rostro-kauddlis irdnyban, de mindharom allatban az area
rostralis hatara kozelében mutattdk a legnagyobb atfedést. Mo és P esetében lokalizalt
axonfolt csoportosulasokat talaltunk area 3a-ban és area 2-ben is (27B abra). Az
axonfoltok mindharom 4allatban az axon kotegek mentén helyezkedtek el. Nagy

altalanossagban a leirt mintdzat hasonlitott area 3b dsszekottetésinek eloszlasahoz.
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27. abra. A retrogrdd és az anterogrdad BDA-jelélés horizontdlis eloszldsa a hdrom
kiilénb6z6 esetben (M, Mo, P) drea 1 beaddst kévetéen. (A) Minden z6ld szimbdlum egy
retrogrdad jel6lt idegsejtnek felel meg. A BDA injekcio helyét piros pont jelzi. (B)
Anterogrdd jeldlt axonok (szines vonalak), valamint termindlis axon arborizdcids foltok
(fekete kérvonal). Az intrinzik, dredn beliili Gsszekéttetések tébbnyire (folyt.)
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latero-medidlisan futnak (piros vonalak), mig az dredk kézétti axonok, melyek az drea
hatdrokat dtlépik, féleg rostro-kauddlisan (kék és zdéld vonalak). Szaggatott piros
vonalak: drea hatdrok, piros pont: BDA beadds helye. Méretardny P-n mindegyik
sorozatmetszeten 1 mm-t jeldl.

a. Afferens terUletek: retrograd sdrlségtérképek arean belll és aredk kozott

A striiség- ¢és funkcionalis térképek illesztésével azonositott, erés afferentaciot
ado teriiletek eloszlasa ranézésre nagyon hasonl6 volt ahhoz, amit drea 3b beadas esetén
tapasztaltunk (28. abra). Igy arean beliil a legerésebb afferentacio a beinjektalt ujjbegy
reprezentaciobol, valamint a szomszédos disztalis ujjbegy reprezentaciobol szarmazott:
utobbi M ¢és P esetében a D1, mig Mo esetén a D3 ujj reprezentacié volt. A nem
szomszédos disztalis ujjbegy reprezentaciok felé a jelolés stirtisége jelentdsen csokkent.
proximalis részének reprezentacidja area 1-ben is erds arean beliili afferentaciot adott. Ez
jol lathato M és P-ben a funkcionalis és stirliségtérképek atfedésébol (28A,C abra), de a
szomatotopia alapjan a rostralis iranyban kiterjedo jel eloszlasbol Mo esetében is hasonlo

kovetkeztetést vonhattunk le (28B abra).

A

jelolt neuronok strliségeloszlasanak (szinkod), 10S aktivitasmintdzatdnak (fekete
konturok) és elektrofiziologiai mérések (fehér krvonal) illesztett térképei drea 1 beadds
egyes eseteiben (M, Mo, P). Az afferentdcio szelektivitdsdt a legstiriibben jel6lt és az
ujjreprezentdciokat azonositd 10S és elektrofizioldgiai aktivitdst produkdld teriiletek
dtfedése mutatja. A szinek a Voronoi-celldk méretének dtlagtol vald eltérését jeldlik
szords (SD) egységekben ~megadva. Fehér kérvonal: az  ujjak  (folyt)
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elektrofizioldgiaval azonositott reprezentdcioi. di1-4: 1-4 ujjak disztdlis ujjbegy
reprezentdcioi; p, m és t az ujjak jel6lésénél: proximdlis, medidlis és disztdlis ujjbegyek;
pontozott vonal: drea hatdrok. Rostrdlis irany fent, medidlis jobbra. Fehér folt: a BDA
beadds elemzésbél kihagyott mag régidja. Méretardany: 1 mm.

Area 3b-bél a legerésebb areak kozotti afferentacio az injekcios hellyel homolog
ujjbegy reprezentaciobol eredt, hasonléan, mint area 3b beadas esetében (28. abra). Az
disztalis ujjbegy reprezentaciok is erdsen jelolodtek area 3b-ben: M és P esetekben a
disztalis D1 reprezentaci6 (28A,C abra), Mo esetében pedig disztalis D3 reprezentacio

(28B 4bra).

b. Efferens tertletek: anterograd axonfoltok eloszlasa arean belll és dreak
kozott

Area 1-ben axonfoltok jelolddtek a BDA beadas kézelében az injektalt disztélis
ujjbegy reprezentacioban, valamint ettdl rostralisan a kozépsé-proximalis ujjbegy
reprezentacioban (29A,C abra). Emellett a medio-lateralisan az injektalt ujjbegyével
szomszédos ujjbegy reprezentacidkban ugyancsak talaltunk axonfoltokat (29B,C ébra).
A szomszédos area 3b-ben az axonfoltok erésen koncentralodtak az injektalttal homotop
reprezentacioban, valamint ettdl kaudalisan a k6zéps6-proximalis ujjbegy reprezentaciok
teriiletén (29. é&bra). Az aredk kozotti Osszekottetések esetén is megfigyeltik az
axonfoltok medio-lateralis eloszlasat az injektalttal szomszédos ujjak reprezentacidjanak
teriiletén (29B,C abra). Tovabbi axonfolt csoportosulasok voltak area 3a-ban és area 2-
ben (29B,C abra), melyek koncentralt eloszlasa szintén a homotdp Osszekottetésekre
utalt.

A fent leirt altalanos mintazaton tul jelentds egyedi kiillonbségeket tapasztaltunk:
P-ben sok, féleg egyedi, nem atfed6 axonfolt jelolddott a leirt lokalizacion kiviili
teriileteken, ami az efferensek nagy divergencijara utal arean beliil és azok kozott
egyarant (29C abra). Ezt figyelembe véve is mindharom esetben elmondhato, hogy az
aredk kozotti projekcio inkabb konvergens volt az inkabb divergens arean beliili

végzddési mintdzattal 6sszehasonlitva.
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29. abra. A disztdlis ujjbegy reprezentdcio specifikus efferens teriileteinek eloszldsa. (A-
C) Anterogrdd jel6lt axonfoltok (vérés konturok), I0S aktivitdsmintdzat (fekete konturok)
és elektrofizioldgiai mérések (sziirke kdérvonalak) illesztett térképei BDA drea 1
beaddsdnak egyes eseteiben (M, Mo, P). A efferens teriilet szelektivitdsdt az axonfoltok
és az ujjreprezentdciokat azonosito 10S és elektrofizioldgiai térképek dtfedése mutatja.
A jelblések megegyeznek a 28. dbrdn alkalmazottakkal. r: rostrdlis, m: medidlis.
Meéretardny: 1 mm.

c. Az afferens és efferens tertletek atfedése

A 30. abran lathatd, hogy a retrograd jelstiriiség lokalis csucsai az esetek nagy
részében atfedtek az axonfolt csoportok lokalizacidjaval, biztositva igy a reciprok
Osszekottetést az injektalt locus afferentacidja és efferentacioja kozott. Ez az eloszlas
kimutathaté volt mind az arean beliili és az areak kozotti Osszekottetésekben. Egy
Iényeges kivételt talaltunk: az area 3a-ban viszonylag gyenge retrograd jelol6dés mellett
erds axonfolt jelolédést figyeltink meg (30B,C abra). Mo-ban hasonld mintazatot
talaltunk area 2-ben a beadasi helytdl kaudo-lateralisan (30B abra). Ez esetben viszont az

area 2-nek csak egy része keriilt feldolgozasra, ami kizarja a végso konkluzi6 levonasat.
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30. dbra. A disztdlis ujjbegy reprezentdcio afferens és efferens teriileteinek dtfedése az

e ses

retrogrdd jel sirliségeloszldsanak (szinkod) és az elektrofizioldgiai mérések (fehér és
szines pontok) illesztett térképei drea 1 beadds egyes eseteiben (M, Mo, P). A fehér
ellipszisek az azonos ujj reprezentdciojat jeldlik. A BDA beadds helyét kis fekete/szlirke
kérvonalu kér mutatja. A tébbi jelolés megegyezik a 28. és 29. dabrdkon alkalmazottakkal.
Meéretardny: 1 mm.

6. Struktura-funkcio megfeleltetés a kéz reprezentdcio tertiletén
a. Nagy felbontasu fMRI BOLD korrelacio

A disztalis ujjbegy reprezentacié funkcionalis kapcsolatait nyugalmi allapotban
mért egysejt, és TIMRI BOLD valaszok korrelacids mintazatainak elemzésével vizsgaltuk.
Els6 1épésként ingerléses modszerrel feltérképeztiik a kéz reprezentaciodjat SI-ben (31A,B
abra). Disztalis ujjbegy ingerlésre az elektrofiziologia és az fMRI atfedd aktivitas-
mintazatot produkalt és a BOLD valaszban a megnovekedett aktivitast voxelek egy-egy
jol lokalizalt csoportja jellemezte 3a, 3b és 1 areakban. A BOLD-korrelaciot egy voxel-
mag kijel6lésének segitségével, voxel szinten vizsgaltuk nyugalmi allapotban. A BOLD-
korrelacios mintazat a voxel-mag lokalizaci6jatol fiiggéen valtozott (31D-F abra). Area
3b-ben a D2 disztalis ujjbegy reprezentacioba helyezett voxel-maggal erds korrelacio volt
lathatd medio-lateralisan a szomszédos ujjbegy reprezentaciokra kiterjedve (D1: zold
korok; D3: sarga korok), mig a szomszédos area 1-ben szignifikans korrelacié csak a
homolég ujjbegy reprezentaciora lokalizalodott (31D abra). Nyugalmi allapotban tehat
erds funkcionalis kapcsolatsag van area 3b és 1 kozott az azonos, mig area 3b-ben a

szomszédos ujjbegy reprezentaciok kozott. Ezzel szemben area 3b-ben az arc
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reprezentacioba helyezett voxel-mag csak arean beliil, a szomszédsagaban levd voxelekre
kiterjedt funkcionalis kapcsolatot jelzett (31F abra) jo egyezésben azzal, hogy az arc, és
kéz reprezentaciok kozott nincsenek idegi 6sszekottetések (Manger és mtsi., 1997; Fang
és mtsi., 2002). Area 3a-ban szintén ers arean belilli funkcionalis kapcsolatokat
azonositottunk, mig aredk kozotti szinten az area 1-el talaltunk erés BOLD-korrelaciot
(31E abra). Ez a mintazat szintén §sszhangban van az anatomiai kapcsolatok eloszlasaval

(Huffman és Krubitzer, 2001; Jones és mtsi., 1978).

gLl

3b-ctl 1-ctl
3a-ctl.

31. dbra. A disztdlis ujjbegy reprezentdcié funkciondlis konnektivitdsanak nyugalmi
dllapotu fMRI BOLD vdlasza a kéz és arc reprezentdciok teriiletén Sl-ben. (A,B,D-F) egy
reprezentativ eset, (C,G-1) populdcios értékek. (A) A kéz reprezentdcio elektrofizioldgiai
térképezése Sl-ben. Az 1-4 ujjak és a tenyér (P) ingerlésével kivdltott idegsejt aktivitds
helyét kiilénbéz6 szinl kérok mutatjdk. Az egyes dredk kézotti hatdrokat fliggbleges, mig
a kéz és az arc reprezentdcio kozotti hatdrt vizszintes szaggatott vonal jeléli. Fehér
nyilak: centrdlis, valamint laterdlis sulcusok. Ures kék négyzetek: az drea 3a, 3b és az arc
reprezentdcioban haszndlt voxel-magok lokalizdcidja. (B) A D2 disztdlis ujjbegy
vibrotaktilis ingerlésével kivdltott BOLD vdlaszmintdzat. A voxel szinti (folyt.)
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aktivitds szignifikancia szintjét vérés szindrnyalat jeléli. (C) A voxel-mag — voxel pdrok
korreldcidinak (r) boxplot diagramja az dredk szintjén, 10 dllatbdl szarmazo 21 mérési
blokk adatai alapjdan. ctl: kontroll (voxel-mag az arc reprezentdcioban). A szignifikdns
kiilnbségek csillaggal jeldlve. (D-F) Voxelek BOLD korreldciés mintdzata nyugalmi
dllapotban. A voxel-mag lokalizdciojat (D: drea 3b, E: drea 3a, F: arc reprezentdcio) kék
négyzet jeléli. (G-1) Korreldcids egyiitthatok (r) atlagainak 3D diagramjai és 2D vetiilete
a voxel-magok kiilénb6zé lokalizdcidja esetén (G: drea 3b, H: drea 3a és I: arc
reprezentdcid). Az dtlagoldshoz az egyes dllatok korreldcids térképeit a voxel-magokat
kézéppontként haszndlva illesztettiik. (A,F) Fehér és rdzsaszin nyilhegyek:
elektrofizioldgiai térképek és fMRI képek illesztéséhez haszndlt erek. A méretardny (F)-
en az 6sszes agyfelszini képre érvényes.

Az egyedi allatokban regionalis szinten megfigyelt mintazatokat alatamasztotta a
korrelacids egyiitthatok kisérleti allatokat és mérési blokkokat magaba foglalé populacio
szintli vizsgalata (31C,G-l1 abra). Igy é4rea 3b voxel-mag esetén két csiicsot
azonositottunk, egy nagyobbat arean beliil és a masikat 4rea 1-ben (31G ébra). Area 3a
voxel-mag esetén arean beliil és area 1-el mértiink szoros funkcionalis kapcsolatot,
viszonylag kis aredn beliili kiterjedéssel (31H abra). Az area 3b arc reprezentacio esetén
a voxel-mag segitségével csak arean beliili funkcionalis kapcsolatokat tudtunk
azonositani a vizsgalt régidban (311 abra). Ezzel 6sszhangban az area 3a, 3b és 1 kozott
lényegesen nagyobb korrelacios egyiitthatokat mértiink, mint ezen areak és a kontrollnak
hasznalt area 3b arc reprezentacioja kozott (31C éabra).

A disztalis ujjbegy reprezentacid szintjén area 3b voxel-maggal a legnagyobb
korrelacios egylitthatd area 1 disztalis ujjbegy reprezentdcioval volt, ezt kdvette a
szomszédos ujjbegy reprezentaciok kozotti korrelacid arean beliil, aminél kisebb volt a
szomszédos ujjak reprezentacioi kozottt BOLD-korrelacio area 3b és 1 kozott (32. abra,
2-4 értekek). A disztalis ujjbegy reprezentacio és az arc reprezentacid kozott alacsony

BOLD korrelaciot mértiink (32. abra, 1. érték).

32. dbra. A vizsgdlt teriiletek korreldcios

% egylitthatdéinak (r) mérési  blokkokbdl
o * =l . szdmolt dtlagai egy dllatban. 1: drea 3b ujj —
:: T kontroll (arc); 2: azonos ujj drea 3b — drea 1;
sk N - 3: szomszédos ujjak drea 3b; 4: szomszédos
“et | 5 : ujjak drea 3b —drea 1. *: p < 0,001, pdros t-
:: - T proba.
D 1 2 3 4
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Osszehasonlitasul az 4rea 3b funkciondlis konnektivitasa mellett megnéztiik a
disztalis ujjbegy reprezentacio BOLD korrelacios térképét area 1-ben elhelyezett voxel-
mag segitségével is (33. abra). Ebben az esetben is erds reciprok area 1 €s 3b kozotti
kapcsoltsagot, és tovabbi hasonldsagként area 1-ben is kiterjedt arean beliili funkcionalis
halézatot lehetett azonositani. Bar az egyedi megfigyeléseket ez esetben tovabbi
elemzésnek nem vetettiik ald, az eredmények alapjan altalanosnak tiinik, hogy a
funkcionalis halézatot kiterjedt medio-lateralis arean beliili és jol lokalizalt aredk kozotti

interakci6 alkotjak.

area3b ' areal 3
area3b areal

Area 3bD3 Area 1D3

33. dbra. Voxelek BOLD korreldcids mintdzatdnak 6sszehasonlitdsa eltéré voxel-mag
lokalizdacié esetén nyugalmi dllapotban, reprezentativ példdn. (A) Voxel-mag drea 3b-
ben. (B) Voxel-mag drea 1-ben. Piros nyil: voxel-mag lokalizdcidja. (A,B) Jobb oldali
képek: fMRI felvételek Sl-ben. A narancssdrgdval jelolt két aktiv teriilet kézotti
fliggébleges sétét csik a centrdlis sulcus. Rostrdlis irdny balra, medidlis fent. Bal oldali
dbrak: a korreldciok kontur ébrdir = 0,6 (vildgos kék) és r = 0,8-es (piros) kiiszob értékeket
alkalmazva. Fehér szaggatott vonal: kériilbeliili drea hatdr a centrdlis sulcus mentén.
Szinkod: r értékek 0 (kék) — 1 (vorés) kézott.

b. Idegsejtek tlizelésének korrelacidja

A disztalis ujjbegy reprezentacid funkcionalis kapcsolatait az idegsejtek
tiizelésének korrelacioin keresztiil is tanulmanyoztuk area 3b és 1-ben (34. abra). Az
ujjbegyek, ill. a kéz reprezentacioit elektrofiziologia és I0S mérésekkel mindkét aredban
lokalizaltuk; az eltéré modszerek mérési eredményei ez esetben is jOl megfeleltethetok
voltak egymasnak (34A,B abra). Az idegsejtek tiizelésének sziikséges szintjét az
irodalombol ismert, a funkcionalis kapcsolatok térképezésékor alkalmazott enyhe statikus
ingerléses modszerrel értiik el. Ez a modszer ami az idegsejtek spontan aktivitasat noveli,
de a korrelacios mintazatot nem befolyasolja (Kaas és mtsi., 1990; cf. Bruno és Sakmann,
2006; Hung és mtsi., 2010; Luczak és mtsi., 2009). Erdemes megjegyezni, hogy inger

crer

hasonl6 eredményre vezetett (bovebben az eredeti kozleményben: Wang és mitsi., 2013
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Supplemet, S3D,E abra). Az idegsejtek tiizelésének kereszt korrelacidja erds szinkron
aktivitast jelzett area 3b-ben, valamint area 3b — area 1 kozott (34C,D abra, 0 csucsérték,
50 ms félmagassagnal). Az extracellularis akcids potencialok randomizalasa és szimulalt
random tlizelés esetén nem tapasztaltunk Kkorrelalt aktivitast (34C,D abra). A
szignifikansan korrelald area 3b — area 1 idegsejt parok (durvan az 0sszes azonositott
idegsejt fele) koziil az azonos ujjbegyet reprezentalok (rsu. = 0,080) 1ényegesen erésebb
korrelaciot mutattak, mint a szomszédos ujjbegyet reprezentalok (rzn. = 0,065) (34C abra,
p < 0,001, Mann-Whitney U teszt). Az areak kozottinél valamivel gyengébb (rzqa. = 0,058,
p < 0,05, Mann—Whitney U teszt), de igy is jelentds korrelaciot kaptunk area 3b-ben a
szomszédos ujjbegy reprezentaciok teriiletén mért idegsejtek tiizelése kozott (34D abra).

A korrelogramok tovabbi elemzésével vizsgaltuk a funkciondlis kapcsolatok
iranyitottsagat a két area kozott. A 34C abrat alaposabban szemlélve feltiinik, hogy a
gorbék a csucsértékre nézve aszimmetrikusak, a pozitiv értékek oldalan nagyobb teriiletet
fednek le. A pozitiv iranyt ferdeség az area 3b = area 1 iranyu felszallo kapcsolatok
(ASI) bevezetésével szamszertsitettiik: ASI = (R - L)/(R + L), ahol R és L az interakciok
szama sorrendben a jobb- és baloldalon. Pozitiv ASI a felszallo, negativ a visszacsatolas
(area 1 - area 3b) els6dleges iranyat jelzi. A 33E abran lathat6, hogy mind az azonos,
mind a szomszédos ujjbegy reprezentaciok kozott a felszallo kapcsolatok mentén
gyorsabb az interakcid, mint a reciprok irdnyban; mindkét csiics lényegesen jobbra
tolodott (Wilcoxon eldjeles rang proba, p < 0.001; azonos ujj parok, medidn = 0.07, n =
160 par; szomszédos ujj parok: median = 0.06, n = 153 par). A homotop és a szomszédos
ujjbegy reprezentaciok idegsejt parjai kozott nem volt szignifikdns kiilonbség.
Osszességében dredk kozott a funkcionalis kapcsolatok irdnyat tekintve azt talaltuk, hogy
a legerdsebb interakciok (0 ms koriil) kozos bemenettel magyarazhatok, emellett azonban
a felszallo kergi palyak kisebb késleltetéssel birtak, mint a visszacsatolas.

Az arean beliili funkcionalis kapcsolatokban (szomszédos ujjbegy reprezentaciok
area 3b-ben) a felszallo kapcsolat, ill. visszacsatolas iranya nem olyan egyértelmi, mint
az aredk kozott. Ez esetben arra voltunk kivancsiak iranyitott-e az interakcid. Az Gsszes
aszimmetrikus eltérést pozitivnak véve az ASI a funkcionalis kapcsolatok jelentds
részében egyértelmi iranyitott interakciora utalt (34F abra; Wilcoxon el6jeles rang proba,
p <0.001; szomszédos ujj parok: medidn = 0.20, n = 63 par). Figyelemre méltd, hogy az
aszimmetria mértéke nagyobb volt az aredn beliili, mint az aredk kozotti funkcionalis

kapcsolatokban (p < 0,001).
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34. dbra. Az idegsejt aktivitds korreldcidja a vizsgdlt teriiletek kézétt. (A) A kéz
reprezentdcio elektrofizioldgiai térképe drea 3b, és drea 1-ben. (B) Bal oldali panel: Az
(A) abran Idthatd tertiileten kivdltott 10S eloszlds a D2 disztdlis ujjbegy ingerlést kévetden
(piros nyilak). Jobb oldali kép: a D2 (vérés) és D4 (z61d) disztdlis ujjbegyek reprezentdcidja
a két dredban. V6rés szaggatott vonal: drea hatdrok. D1-5: 1-5 ujjak; D,M,P: disztdlis,
medidlis, proximdlis ujjbegyek; Palm: tenyér. p: posterior, m: medidlis. Csillag jel6li a BDA
beadds helyét drea 3b-ben. Méretardny 1 mm. (C-F) A kiilbnb6zé teriileteken mért
idegsejt pdrok tiizelésének kereszt korreldcidi. A vizsgdlt neuron populdcié dredk kézotti
(C) és dredn beliili (D) korrelogramja. Same: egyazon, adjacent: szomszédos ujjbegyek
reprezentdcioi. A szines sdv a szordst jeléli. Szaggatott vonalak: szimuldlt és random
kevert extracelluldris akcids potencidl sorozatok korreldcidi. Az aszimmetria mutatdk
eloszldsa az dredak kézotti (E) és dredn beliili (F) korrelogramok esetén. Az eloszldsok
jelentés jobbra toloddsa a funkciondlis kapcsoltsdg irdnyitottsagdt jelzi (Wilcoxon
eléjeles rang proba, megegyezd ujjbegy pdrok, p < 0,001, n = 160; kiiléonbézé ujjbegy
pdrok, p < 0,001, n=153).

Il. Az 6sszekottetések oldaliranyu eloszlasanak hierarchikus szervezédése a 3b- és
1 aredkban
1. A specifikus afferens, és efferens teriiletek meghatdrozdsa

a. Afferens terlletek azonositasa

Specifikus bemenetként a legerésebb retrograd jeldlést tartalmazé teriileteket
tekintettiik. Az afferentacio eréss€gét a retrograd jel stirliségeloszlasa alapjan hataroztuk
meg. Az el6z6kben ismertetett VVoronoi-siiriségtérképeken a legstriibb retrograd jel
szigetszerli foltokként jelent meg, ami horizontalis kiterjedésének és lokalizaciojanak

pontos meghatarozasat koriilményessé tette (35A 4abra). Ezt a problémat kernel
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striiségtérképek elemzésével kiiszoboltik ki, amin a kiilonbozd siiriségli teriiletek

egymastol jol elkiilonithetd, 6sszefiiggd teriiletekként azonosithatok (35B abra).

A B

Area 3b

log stirliség log stirtiség
m+3SD  +1SD =-2SD m-0.5-0 m-25--1.5
+2SD =-1SD =-3SD - -1.5--0.5 -3.5--25

35. dbra. Az afferens teriiletek meghatdrozdsa a BDA-jelélt idegsejtek siiriiségeloszldsa
alapjan. Voronoi (A) és kernel (B) slirliségtérképek egy drea 1 beadds példdjdn.
Szaggatott vonal: drea hatdrok, fehér csillag: beaddsi hely. Szinkdd, (A) a BDA-jelélt
idegsejtek slirliségének dtlagtdl vald szords (SD) egységenkénti eltérésének logaritmusa;
(B) a retrogrdd jelél6dés siirliségének logaritmdlt értékei. r: rostrdlis, m: medidlis.
méretardny: 1 mm. (dbra forrdsa: 19. dbra in Pdlfi, 2018)

A kernel stirtiségtérképek pontossagat a retrograd és anterograd jel eloszlasaval
Osszeillesztve ellendriztiik. A kernel stirliségtérkép megbizhatdan azonositotta a retrograd
jelolt idegsejtek eloszlasanak teriileti kiilonbségeit (36A,C abra). Megfigyelhetd pl., hogy
area 3b beadast kovetden a beadasi hely kornyékén a nagy idegsejt stirliség atfed és
kitakarja a pirossal jelolt teriiletet a kernel stiriségtérképen (36A,C abra). A retrograd és
anterograd jel eloszlasanak viszonyat is megvizsgaltuk az axonfoltok kernel
stiriségtérképre vetitésével (36B,D abra). Az 6sszehasonlitas megerdsitette az afferens és
efferens teriiletek reciprok eloszlasara tett korabbi megfigyeléseinket (vo. 25. és 30.
abrak). A kernel stiriségtérképen a 4 legnagyobb értéki tertileten koncentralédott a BDA-
jelolt idegsejtek 98,7%-a (bévebben 1d. 39. abra alabb).
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Area 3b

Area 1

log s(iriség
m-05-0
m-15--05
m-25--15
-35--25
m-45--35
m-55--45
-65--75

e

36. dbra. A kernel siirliségtérképek viszonya a retrogrdd és anterogrdd jel eloszldsdhoz
egy-egy példan. (A,B) drea 3b beadds, (C,D) drea 1 beadds; (A,C) retrogrdd jelélés, (B,D)
anterogrdd jelolt axonfoltok. Fekete szimbdlumok: retrogrdd jeldlt idegsejtek, sziirke
folt: axonfolt, szaggatott vonal: drea hatdrok, sziirke kontur: metszetek kérvonala, fehér
pont: beaddsi hely. A szinek a retrogrdd jelélt idegsejtek slirliségének logaritmusdt
mutatjdk. r: rostrdlis, m: medidlis. Méretardny: 1 mm.

b. Az efferens terlletek meghatdrozdsa

Vizsgalatainkban a jol lokalizalhaté végzdodéssel bird axonfoltokra szoritkoztunk.
Az axonfoltok atmérdje 250-350 um koril volt (37A,B abrak). A feret atmérok
Osszehasonlitdsa sem az éallatok, sem pedig az éaredk kozott nem eredményezett
szignifikans kiilonbségeket. Ezt kovetden a boutonok siiriiségének meghatarozasaval
kivantuk igazolni a megfigyelésiinket, miszerint az axonfoltok a beadasi hely specifikus
cél teriileteit azonositjak. Haromféle teriilet bouton stirliségét hasonlitottuk 6ssze: a BDA-
jelolt axonfoltokban (P), a BDA-jelolt vetitd rostokat tartalmazé (F) és BDA-jelolt sejtes
elemeket nem tartalmazo teriiletek (CF) (37C,D abra). Az axonfoltokban a boutonok

stirisége lényegesen nagyobb volt, mint az F és CF teriileteken (ANOVA p =0,01; Fisher
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LSD teszt, p=0,03 (P vs. F) és p=0,04 (P vs. CF)). A boutonok siiriisége F és CF kozott

nem tért el jelentdsen.
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37. dbra. Az axonfoltok, mint specifikus efferens teriiletek kitiintetett szerepe. (A,B) Az
axonfoltok mérete a feret dtmérék dtlagdban a kiilbnbéz6 dredkban drea 3b (A) és drea
1 beaddsokat kévetéen (B). (C,D) A boutonok slirlisége az axonfoltokban és azon kiviil.
(C) A boutonok 3x50 um?-ra esé szdmdnak dtlaga a metszet teljes vastagsdgdban. (D) A
boutonok 3x50 um?-ra esé szdmdnak dtlagos ardnya (az adott dllatban szdmolt
Osszeshez képest) a metszet teljes vastagsdgdban. P: axonfolt, F: jel6lt axonokat
tartalmazd teriiletek, CF: jel6lést nem tartalmazo teriiletek, *: szignifikdns kiilnbség.

Atlag (db)
Atlagos arany

Q
m

Az Osszeillesztett metszetsorozatokon az axonfoltok gyakran atfedtek és ezaltal
csoportokat alkottak (21B, 24, 27B és 29. abra). Az osszes esetet figyelembe véve a
kiilonallo, nem atfedé axonfoltok aranya 15%-17% volt (38A &bra). Az axonfoltok
csoportosuldsa a statisztikai 0sszehasonlitds eredménye szerint nem fliggott az injektalt
areatol, ill. hogy az axonfolt arean beliili vagy azok kozotti jelolés eredménye volt.
Ugyanakkor az atfed6 axonfoltok egymas alatti metszeteken elfoglalt hasonld térbeli
pozicidja a csoportok tobb réteget vagy a teljes kérgi mélységet atfogd 0szlopos,

kolumnaris szerkezetére utal.
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38. dbra. Az axonfoltok csoportosuldsa drea 3b- és 1-ben. (A) A csoportot képzé
axonfoltok ardnydnak egyedek feletti dtlaga a beinjektdlt (intra) és a vizsgdlt
szomszédos (inter) dredban. (B) Az axonfolt csoportok méretének egyedek felett vett
dtlagos kumulativ eloszldsa. Abszcissza: axonfoltok szdma. Fontos megjegyezni, hogy az
abszcissza a rétegmélységet is mutatja, mert egy csoporton beliil az axonfoltok szadma a
sorozatban egymdst kéveté metszetek megfelelé teriiletein elGforduld axonfoltok
dtfedésébdl adddik. A3bij és Alij: drea 3b és 1 beaddsok, inter: dredk k6zétti, intra: dredn
beliili.

Az axonfolt csoportok atfedd foltok szamaval meghatarozott mérete a beinjektalt
area, valamint az Osszekottetés arean beliili vagy aredk kozotti jellege szerint is valtozott
(38B abra). Nagyobb kiilonbség az arean beliili és areak kozotti osszekottetések kozott
latszott, mig el6bbiekben a csoportok 50%-60%-at 2-3 axonfolt alkotta, utobbiban ez a
méret 20%-ot tett ki. Areak kozott az axonfolt csoportok 60%-at 5-7 axonfolt alkotta és
40%-4ban a csoport méret 8 vagy annal nagyobb volt area 3b és area 1 beadas esetén is.
Az areén beliili és aredk kozotti axonfolt méretek kiilonbségei nagyobbak voltak area 3b,
mint area 1 beadés utan.

Az egyes esetekben a 4 legnagyobb kernel siiriiségii tertiletet (a retrograd jeldlt
idegsejtek kozel 99%-aval) az axonfolt csoportokkal és 10S aktivitassal a 39. abra
mutatja. Az abran lathato, hogy a specifikus afferens és efferens teriiletek lateralis
eloszlasa valtozik a BDA beadas helyétdl, valamint attol fliggden, hogy arean beliili vagy
azok kozotti  Osszekottetéseket vizsgalunk. Hasonld eltéréseket talaltunk az
Osszekottetések horizontalis kiterjedése €s az idegsejtek populacios aktivitasat azonosito
IOS reprezentaciok méretének Osszehasonlitasakor (39. abra). Megfigyeléseinket
Osszefoglalva: 1) a beadasi hely koriil az arean beliil nagyobb stirtiségii volt a retrograd

jelolés, mint az areak kozotti afferentacid esetén a homotop régidkban; 2) area 3b-ben
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kifejezetten erds jelolést tapasztaltunk az arean beliili és azok kozotti Osszekottetéseket
Osszehasonlitva mind 4area 3b, mind area 1 beaddsok esetén (Id. kisebb slirliség
kiilonbségek a két arca kozott areca 1, mint area 3b beadas utan); 3) az areak kozotti
axonfoltok area 1-ben a homotop teriileten koncentralodtak, mig area 3b-ben nagyobb, az
IOS aktivitast is meghalado teriileten oszlottak el; 4) az axonfoltok az injektalt arean beliil

is kiterjedt lateralis eloszlast mutattak.

Area 3b

Area 1

Area 3b

Area 1

M Mo

log s(irliség P flm_

=™-05-0,m-15--05 m.25--15 w-35--25 —
39. dbra. Az dredn beliili és azok kézotti specifikus afferens és efferens teriiletek
oldaliranyu eloszldsa a funkciondlis térképekre vetitve (A) drea 3b és (B) drea 1 beaddsok
egyes eseteiben. A kernel siiriiségtérképek a 4 legstirlibben jelélt (szines régiok) afferens
teriiletet mutatjak. Az efferens teriileteket, a sorozatmetszeteken dtfedé axonfoltok
alkotta csoportokat halvdny konturok dbrdzoljak. A beinjektdlt disztdlis ujjbegy 10S
reprezentdcidjat vastag fehér kérvonal mutatja, mig a tébbi ujjbegyét vastag fekete
kérvonal jeléli. Mc esetében (A) pontozott kérvonal jeléli a beinjektdlttal szomszédos
lokalizaciot nehezitette. A beinjektdlt (fehér pontok) és egy azzal szomszédos (sziirke
pontok) ujibegy elektrofizioldgiai lokalizdciéjat szintén feltiintettiik. (folyt.)
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d2-4: a 2-4 ujjak disztdlis ujjbegy reprezentdcidi. Szaggatott vonal: drea 3b és drea 1
kézotti hatdr, csillag: beaddsi hely. r: rostrdlis, m: medidlis. Méretardny: 1 mm.
Mindennek pontosabb megértése céljabol Osszehasonlitottuk az arean beliili,
valamint a szomszédos 3b és 1 areakat 6sszekotd felszallo kapcsolatok (FF, area 3b -
area 1), valamint a reciprok visszacsatolas (FB, area 1 = area 3b) specifikus afferens és
efferens teriileteinek lateralis kiterjedését egymassal és az 10S aktivitds méretével. Az
Osszehasonlithatosag miatt azonos stiriségli teriileteket kellett valasztanunk, amit a 39.
abran azonos szin jelol a 3b és 1 aredkban. Ennek kovetkezménye volt, hogy bar a
beinjektalt &reaban magasabb stiriségli teriiletek is voltak, mégis azt a kisebb denzitasu
tertiletet kellett valasztanunk, ami a masik area legnagyobb értékét jelentette (pl. 39A

abran J esetében a sziirke teriiletet mindkét aredban; ugyancsak 1d. 40A abra alabb).

2. Az afferens terliletek oldalirdnyu kiterjedése dredan beliil és dredk k6zétt

A beadasi helytdl fliggetleniil az afferens teriilet Iényegesen nagyobb volt arean
beliil, mint areak kozott (kétszempontos, ismétléses ANOVA, p = 0.05) és a két beadas
esetén mért atlag értékek hasonlok voltak (40B abra). Ennek ellenére a post hoc
Osszehasonlitds csak area 3b beadas esetén eredményezett szignifikans kiilonbséget az
arean beliili és areak kozotti afferens teriiletek mérete kozott (egyszéli, parositott t-proba,
p = 0,02). Bar a trendek a két beadast kovetden hasonlok voltak (folytonos és szaggatott
vonalak délése 40B abran), area 1 beadas utan P Kiugréan nagy arean beliili értéke
befolyasolhatta a statisztikai 6sszehasonlitasok eredményeit (kék teriiletek 39B abran).
Vissza kell utalni a B.1.5. fejezetben leirtakra, miszerint ebben az allatban (P) a BDA

beadas a proximalisabb ujjbegy reprezentaciora is kiterjedt.

40. dbra. A megegyezd
kernel slriiségl teriiletek
Osszehasonlitdsa. (A) Az
_ azonos slrliséggel jelélt
E7 & dredn beliili és dredk
kézotti afferens teriiletek
% (pontozott kérvonalak az
log s(rliség - 2 abrazolt dredkban) a
=-05-0m-15--05m-25--15=-35--25 Intra Inter s s 2 . .

. B kernel  slirliségtérképen

oBA3bij atlag — BA3bij esetek 3 ) . .
O BAlij tlag BAij esetek drea 3b beaddst kévetben
egy dllatban. JOl Idthatd a
jelzett terliletek eltér6 mérete a két dredban. (B) Az azonos kernel siirliségli teriiletek

méretei a két dredban a kiilénb6z6 BDA beaddsokat kévetéen. (folyt.)

Area 3b

Area 1

Azonos stir(iségli teriilet
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BA3bij és BAlij: drea 3b és drea 1 beaddsok, intra: dredn beliili, inter: dredk kézotti
Osszekéttetések. Hibavonal: szords, *: szignifikdns kiilénbség. r: rostrdlis, m: medidlis.
Meéretardny: 1 mm.

3. Az efferens tertiletek tangenciondlis kiterjedése

Az egyedi axonfolt csoportok (AFCS) méretét a legnagyobb kiterjedésiik alapjan
ugy hatdroztuk meg, hogy a nem atfedd teriileteket hozzdadtuk az atfedés altal
meghatdrozott teriilethez. Az area 1 efferensek esetén nagyobb volt az AFCS méret, mint
area 3b beadast kovetden (41C abra). Ennél is 1ényegesebb kiilonbség volt az areak
kozotti AFCS nagyobb mérete az arean beliilli AFCS-al Gsszehasonlitva (egyszéli,
parositott t-proba, p = 0,01). Azt is megfigyeltiik, hogy mig area 1-ben az AFCS teriilete
hasonl6 volt az arean beliili és areak kozotti efferensek esetén, addig area 3b-ben az arean
beliili AFCS kisebb volt, mint az area 1 afferensek altal képzett AFCS.

Az AFCS-k siirtiségét, ami a térbeli szummacid, ill. a komplementer divergencia
egy mértéke, a legkozelebbi szomszédjuk tavolsaganak atlagaval jellemeztiik (ez forditott
aranyban all a strtiséggel) (41A abra). Az area 3b beadds nagyobb AFCS stirliséget
eredményezett, mint az area 1 beadds mind az &4redn belilli és daredk kozotti
Osszekottetések esetén (41D abra). A divergenciat az AFCS-k beadasi helytdl, ill. a
szomszédos areaban a legstirlibb retrograd jelet tartalmazo teriilet tomegkdzéppontjatol
mért tavolsagaval is jellemeztiik (41B 4bra). Arean beliil ez a mérték mindkét beadast
kovetden nagyobb volt, mint az aredk kozotti efferentacid esetén (area 3b beadds utan a
kiilonbség szignifikans volt: egyszElli, paros t-proba, p = 0,03) (41E abra). A két area
kozotti AFCS-k sugariranyt tavolsaga FB area 1 - area 3b iranyban nagyobb volt, mint

a reciprok, FF area 3b - area 1 efferensek esetén (41E abra).
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41. abra. (el6z6 oldal) A BDA-jel6lt axonfolt csoportok mérete és tdvolsdga a kiilbnbézé
efferens teriileteken. (A) Legkézelebbi szomszédok tdvolsdgdnak mérése. Fekete pont:
BDA beadds helye, szaggatott, ill. folytonos vonalak: sorrendben a nyillal, ill. nyilheggyel
jelzett axonfolt csoportok legkézelebbi szomszédjai. A tdvolsdgot a témegkdzéppontok
kézott mértiik. (B) Axonfoltok témegkédzéppontjdnak tdvolsdga (vonalak) a beaddsi
helytél (fekete pont). A beaddssal szomszédos dredban a legslriibb retrogrdd jelet
tartalmazd teriilet témegkézéppontjdtdl mértiik a tdvolsdgokat. (C,D,E) Az axonfolt
csoportok dtlagos teriilete (C), legkézelebbi szomszédjainak dtlagos tdvolsdga (D) és a
BDA beaddstdl, ill. tmegkdzépponttol mért tavolsdgdnak dtlaga (E). (D) A legk6zelebbi
tdvolsdagokat drea 1 beadds esetén csak két esetben tudtuk mérni, mert M-ben csupdn
egy-eqgy dredn beliili és dredk kézotti AFCS-t taldltunk. Hibavonalak: szords. AF: axonfolt,
BA3bij: drea 3b beadds, BA1lij: drea 1 beadds. r: rostrdlis, m: medidlis irany. Méretardny:
1 mm (A)-ra is alkalmazva.

4. Az afferens és efferens terliletek viszonya

Az egy-egy beadasbol szdrmazé afferens és efferens teriileteket kozvetlentl is
Osszehasonlitottuk, hogy pontosabb képet kapjunk a térbeli viszonyaikrdl (42. édbra). Az
AFCS-k radialis tavolsagait a legstriibben jelolt afferens teriiletek oldaliranyu
kiterjedésével ugy tudtuk Osszehasonlitani, hogy a kernel siirtiséget kiilon-kiilon
meghataroztuk az intra- €s inter-arealis retrograd jelolések esetén (11. tablazat). Egyiittes
szamolassal ugyanis az aredk kozotti legnagyobb strliségii afferens teriilet
meghatarozasat az arean beliili joval nagyobb stirtiségérték akadalyozta (39. abra). Az
AFCS-k kozponttol mért radialis tavolsaga arean beliil meghaladta a legnagyobb kernel
stirliségl teriilet atloval mért kiterjedését (kétszempontos, ismétléses ANOVA p = 0,01,

post hoc egyszéli, paros t-proba, p << 0,01) (42A abra). Emlitésre mélto, hogy area 1-
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ben az arean beliili jelolésbdl (area 1 beadas) szarmazd aranyok messze nagyobbak
voltak, mint az aredk kozotti jelolésbél (area 3b beadas) szarmazé aranyok. Area 3b-ben
mindkét arany kozelebb volt 1-hez. Ennek ellenére 95%-0s konfidencia intervallumot
véve egyik beadas esetén sem talaltunk 1-t6l 1ényegesen eltérd értékeket az arean beliili
¢és aredk kozotti aranyokban (egymintas t-proba). Hasonloképpen, a két beadas kozott
annak ellenére nem talaltunk statisztikailag szignifikans kiillonbséget, hogy area 1 beadas
utan nagyobb értékeket kaptunk, mint area 3b beadas esetén (kétszempontos, ismétléses

ANOVA, interakcio p = 0,94).

11. tdblazat. A legnagyobb slrliségli teriiletek mérete a beaddsi és szomszédos
dredkban fiiggetleniil szamolt kernel slirliség esetén. Az drea 1 beaddst kévetéen drea
3b-ben megfigyelt nagy érték 6sszhangban van a relative nagyobb siirliségli dredk
kézotti retrogrdd jel6léssel drea 1, mint drea 3b beaddst kévetéen (39. dbra). Ezzel
ugyancsak dsszhangban nagyobb az 10S reprezentdcidban a retrogrdd jelélt idegsejtek
szdma a szomszédos dredban drea 1, mint drea 3b beadds utan.

Injektalt area Area 3b Area |

Mért area Areal Area3b Areal Area3b

atlagtszoras (x10° um?) 6,2#0,9 7,5¢1,2 6,4+1,8 10,6494

Kovetkezd 1épésben az AFCS-k afferens teriiletek stirliségével vald viszonyat
vizsgaltuk ugy, hogy a kernel siliriiségtérképen a legnagyobb slirliséggel kezdve
rangsoroltuk az AFCS-al atfed6 afferens teriileteket (a rangsorban tehat el6fordulhatott
egy vagy tobb slirliség érték atugrasa) (42B abra). A két stirtiséggel is atfed6 AFCS-t fele
aranyban szamoltuk a két afferens teriilethez. Az elemzés azt mutatta, hogy arean beliil
az AFCS-k a retrograd jelolt idegsejtek nagyobb siirliségtartomanyaban oszlottak el, mint
az aredk kozotti sszekottetések esetén (42C,D adbra). Tovabba, area 3b beadast kdvetden
az AFCS-k jobban koncentralodtak a nagyobb stiriiségii afferens teriileteken, mig area 1
beadas az AFCS-k nagyobb szorodéasat eredményezte alacsonyabb kernel siirtiségii
teriiletekkel is atfedve (42C,D abra). Kovetkezésképpen area 1-ben a FF efferensek
nagyobb siirtiségli FB afferens teriileteket céloztak, mig area 3b-ben a FB efferensek

alacsonyabb stirtiségli FF afferens teriileteken is végzddtek.
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42. dbra. (el6z6 oldal) Az afferens és efferens teriiletek Gssze-hasonlitdsa. (A) Az
axonfoltok (AF) beaddsi helytél vagy a beaddssal szomszédos dredban a legstiriibb
retrogrdd jelet tartalmazo teriilet témegkdzéppontjdtdl mért dtlagos tavolsdgdnak és a
legnagyobb kernel siirliségdi teriiletek dtlagos atméréjének ardnya. A kernel siirliséget a
beaddsi és szomszédos dredban egymdstdl fiiggetleniil szamoltuk (11. tdbldzat).
Szaggatott vonal: y = 1. (B,C,D) AF csoportok eloszldsa a kernel siiriiségtérképen. (B) A
mérés modja egy drea 3b beadds példdjan. A fekete nyilak a legmagasabb ranghoz
tartozd csoportokat jeldlik, a fehér nyil az elsé és mdsodik ranghoz is tartozé csoportot
jelol. Fehér csillag: beaddsi hely, szaggatott vonal: drea hatdr. r: rostrdlis, m: medidlis.
Meéretardny: 250 um. (C,D) Az AF csoportok megoszldsdnak ardnya a kiilénb6zé6 kernel
strliségl teriileteken az injektdlt dredn beliil (C) és a szomszédos dredban (D). BA3bij:
drea 3b beadds, BAlij: area 1 beadds. SD: szords.

5. Az afferens és efferens teriiletek viszonya a populdcids aktivitdshoz

Az Osszekottetések viszonyat a populacidos receptiv. mezd (pRF) térbeli
Kiterjedésével az afferens és efferens teriileteket és a megfeleld [0S-areat 6sszehasonlitva
tanulmanyoztuk (43. abra). A pRF meghatarozasa 10S-el tortént, ami lehetové teszi az
ingerléssel kivaltott agykérgi populacios aktivitas meghatarozasat (Chen és mtsi., 2003;
Friedman és mtsi., 2008; Rasch és mtsi., 2013; Morone és mtsi., 2017). Els6ként arra
kerestiink valaszt, hogy a retrograd jelolt idegsejtek hanyad része esik az I0S-areaba (43A
abra). Ehhez csak az adott areaban jelolt neuronok szamat vettiik figyelembe. Az

Osszehasonlitas eredményeként azt talaltuk, hogy area 3b beadast kovetden az arean beliili
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projekcios neuronok nagy hanyada talalhat6 a disztalis ujjbegyet reprezentalé pRF-ben,
mig aredk kozott a FB projekcios neuronok esetén ez az arany kicsi volt (43B abra).
Szintén alacsony aranyban jelolddtek arean beliili projekcios neuronok area 1 beadas
esetén, ugyanakkor ez az érték magasabb volt az aredk kozotti FF projekcids neuronokat
tekintve (43B abra). Fontos megjegyezni, hogy az 10S-area mérete kiilonbozik a két
aredban: area 3b-ben nagyobb, mint area 1-ben. Ez hozzajarulhatott az aranyok éarea 1-
ben tapasztalt kisebb értékéhez. Az is 1ényeges tényezd, hogy az altatds jobban hat a
magasabb rendii kérgi aredk aktivitasara, mint az elsédleges szenzoros mezokére, igy area
1-ben az 10S-area feltehetden alulbecsli a pRF-t (Chen és mtsi., 2005). Miutan az 10S
méréseket altatasban végeztiik a kapott aranyok ugyancsak a valodi értékek also becslései
lehetnek.

43. dbra. Az afferens és efferens

teriiletek kiterjedésének Ossze-

hasonlitdsa az 10S mérés sordn

aktivdlodott teriilet nagysdgadval. (A,B)

A retrogrdad jelolédétt idegsejtek

szdmardnydnak meghatdrozdsa (A) és

dtlag értékei (B) a kiilbnb6z6

n 0 Intra Inter Osszekottetések esetén. A retrograd

jelolt idegsejteket fekete szimbdlumok

mutatjdk 1:1 ardnyban. Sziirke kontur:

{ 10S aktivitds, szaggatott vonal: drea

hatdrok. (C) Az dredk fiiggetleniil

L5 _ szamolt legnagyobb kernel slirliségli

e afferens teriileteinek (11. tdbldzat)

ol & viszonylagos mérete a 10S terlilethez

Intra Inter Intra Inter képest. (D) Az axonfolt csoportok és a

oBA3bij dtlag — BA3bij esetek megfelelé 10S teriiletek dtlagos feret

OBALjj atsg BATij esetek atméréinek ardnyai. A hiba vonalak a

szords mértékét jelolik. Szaggatott

vonal (C,D): y = 1. BA3bij: drea 3b beadds, BAlij: drea 1 beadds. r: rostrdlis, m: medidlis.
Méretardny: Imm.
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A afferens teriilet és a pRF térbeli viszonyanak pontosabb megértése céljabol
Osszehasonlitottuk a legnagyobb kernel stirliségii teriiletek €s az I0S-area ardnyat (43C
abra). A kernel strliségtérképeket ez esetben is fiiggetleniil generaltuk az egyes areakban
(11. tablazat). Az 10S-area és a legnagyobb siriiségii afferens teriiletek aranya egy
esetben sem kiilonbozott 1ényegesen 1-t6l (egymintas t-préba), ill. egymastol

(kétszempontos, ismétléses ANOVA, p = 009). Ez az eredmény tovabbi megerdsitésiil
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szolgalt arra nézve, hogy a legerdsebb afferentacié a homoldg pRF-bdl ered (nem csak
atfednek, mint korabban lattuk, hanem méretben is megegyeznek).

Az efferens teriilet és pRF viszonyat az AFCS 10S-teriilet méretéhez viszonyitott
aranyaval vizsgaltuk (43D abra). Az aranyok 1 koriili értéket mutattak, azaz az AFCS és
IOS-area méretei megegyeztek, kivéve area 3b-ben az intrinzik AFCS-k kis méretaranyat,
mely lényegesen kiilonbozott 1-t6l (egymintas t-proba, p = 0,003). Az area 1 efferensek
tehat a teljes pRF-t képesek beidegezni a disztalis ujjbegy reprezentacidban. Ezzel

szemben area 3b intrinzik efferentacioja a pRF-nek egy kisebb részére lokalizalodik.

6. Az dsszekdttetések oldalirdnyu kiterjedése dltal reprezentdlt bérfeliilet mérete

A B C
25 *
225 12
~ a =) I
& %I 9 3 2 “
E 5 112.5 Q ﬂ{ 6 S © e .
oy 6 E o E
@ E @ £ E ; i
3 ) = | - i) é
B i i
] 0 12} 0 1
25 Intra Inter Intra Inter Intra Inter
oBA3bij atlag — BA3bij esetek
OBALlij atlag BAlij esetek

44. abra. Az afferens és efferens teriiletek dltal reprezentdlt bérfeliilet kérgi nagyitdsi
faktor segitségével szamolt mérete. (A) Az dredk azonos kernel siiriiségli teriiletei dltal
reprezentdlt bdrfeliiletek mérete. (B) Az egyes axonfolt csoportok kiterjedése dltal
reprezentdlt bérfeliilet mérete. (C) Az axonfolt csoportok radidlis tdvolsdga a bérfeliiletre
vetitve. *: szignifikans kiilénbség. BA3bij: drea 3b beadds, BAlij: drea 1 beadds. SD:
Sz0ras.

Ahhoz, hogy jobban értsiik az Osszekottetések szerepét a periférids, szenzoros
informacio feldolgozasaban Osszehasonlitottuk az afferens és efferens teriiletek altal
reprezentalt borfeliilet nagysagat (44. abra). A reprezentalt borfeliilet a kérgi nagyitasi
faktor (CMF) segitségével szamithat6 ki, ami area 3b-ben 0,16, mig area 1-ben csupan
0,06 (Sur és mtsi., 1980; Friedman és mtsi., 2008). A CMF = agykérgi teriilet/reprezentalt
borteriilet hanyados, amibdl a borfeliilet kifejezhetd. Az azonos kernel stirliséggel szamolt
aredn beliili afferens teriiletek altal reprezentalt atlagos borfeliilet nem szignifikansan, de
nagyobb volt area 1, mint area 3b beadast kovetden (44A abra). Az areak kozotti afferens
teriilet altal reprezentalt borfeliilet azonban jelentésen kiilonbozott az eredetét tekintve:
szignifikansan nagyobb volt a FB, mint a FF afferentacio esetén (kétszéli t-proba, p =

0,01) (44A abra). Emlitést érdemel, hogy az area 3b beadassal jelolt arean beliili valamint
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FB afferens teriiletek altal reprezentalt borfeliilet mérete nagymértékben egyezett (44A
abra). Ezzel ellenkezdleg area 1 beadast kdvetden a FB afferens teriilet altal reprezentalt
borfeliilet kisebb volt, mint az aredn beliili afferens esetében (44A abra). Tovabba, a
bérfeliiletre vetitett térbeli szummacié nagyobb volt az arean beliili afferens teriilet, mint

ugyanabban az areaban az areak kozotti afferens teriilet esetén (44A abra).

7. A projekcids neuronok csoportosuldsa

Az efferensek modularis szervez6dése egyértelmiien latszik az AF-k és AFCS-k
eloszlasabol. Az afferens teriiletek projekcios neuronjainak csoportosuldsat azonban
kifinomultabb modszerekkel lehet csak kimutatni. A projekciés neuronok
klaszteresedésére utald jeleket lathattunk a Voronoi-stirtiségtérképeken a legsiriibb
jelolés szigetszerli eloszlasanal (23. és 28. dbra). A kérdés alaposabb megértése céljabol
a DBSCAN klasztererezd algoritmust hasznaltuk. A DBSCAN a klaszterek méretére
vonatkozo feltevés nélkiill képes egy valtoztathato hossz paraméterrel maximalt
tavolsagban levé pontokat (retrograd jelolt idegsejtek) csoportositani (45A,B abra). A
hossz paraméter valtoztatdsaval (4-700 pm kozott 8 um-s 1épésekben) vizsgaltuk: 1) a
klaszterek szamat, 2) a klaszterek méretének eloszlasat és 3) a klaszterek méretének
variabilitasat.

A 45C,D abrakon lathatd, hogy a hosszparaméter novelésével a klaszterszam
gyorsan eléri a csticsértéket, majd ugyancsak gyorsan kis értékre csokken. A folyamat
egy kozponti nagy és néhany ezt kisér6 kis klaszter kialakulasat jelzi, miel6tt 1-hez
konvergal. A klaszteresedés 3 jellegzetes tulajdonsagot mutatott: 1) a klaszterszam
maximalis €s teljes szama area 3b-ben volt a legnagyobb filiggetleniil a beadasi helytdl,
2) az arean beliil vetitd neuronok tobb klasztert alkottak, mint az aredk kozott vetitok €s
3) leggyorsabban é4rea 3b-ben az arean beliil vetitd neuronok klaszterszama csokkent a
hosszparaméter novelésével (45C,D abra és képbetétek). Mivel a retrograd jelolt
neuronok stirlisége hatdssal van a klaszteresedésre, a 3. megfigyelés 6sszhangban van a
korabban tett megfigyelésiinkkel, miszerint area 3b-ben kiugroan nagy a retrograd jel
strGisége (Id. 39. éabra és hozza tartozd szoveg). A retrograd jel siiriiségének
kiilonbségeivel magyarazhat6 az is, hogy a csucsértékek kiilonbozé hosszparamétereknél
alakultak ki; jellemzden késébb area 1-ben, mint area 3b-ben mind az arean beliil (area
3b beadas: 20 pum-es hosszparaméternél 106 db klaszter, area 1 beadds: 36 pum-es
hosszparaméternél 38 db klaszter; képbetét; 45C abra) és azok kozott (drea 3b beadas: 76

um-es hosszparaméternél 16 klaszter, area 1 beadés: 132 um-es hosszparaméternél 6
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klaszter; 45D abra) vetité neuronok esetén. Ugyancsak fontos, hogy a cstcsérték elérését
kovetd exponencialis mértékii klaszterszdm csokkenés (képbetétek 39C,D ébra)
Osszefligg a jelolt idegsejtek tavolsaggal exponencialisan csokkend siirtiségével (Id. log
értékek Voronoi és kernel stiriségtérképek szerkesztésekor 23, 28 és 39 abrakon;
valamint Horvat és mtsi., 2016), ami a centralis nagy klaszter kialakulasat is eredményezi.

Kivancsiak voltunk, hogy a klaszter méret eloszlasban megjelenik-e valamiféle
regularitas, ami 0sszefiiggésbe hozhatd pl. az agykéreg kolumnaris szervezddésével. A
klaszter méret diverzitdsat a kiilonb6zé méretek valdsziniiségét megadod entropiaval
jellemeztiik, amit szintén a hosszparaméter fiiggvényében szamoltunk. A
klaszterszamban tapasztalt nagy kiilonbségek ellenére alacsonyabb hosszparamétereknél
(durvan 200 pm-ig) a klaszterméret entropidja nagyon hasonld volt a két beadas utan
(45E,F abra). Akarcsak a klaszterszam eloszlas, a klaszterméretek hasonld diverzitasa
ugyancsak magyarazhat6 az exponencialis tavolsag torvényével (a vetitd neuronok
aranyanak exponencialis csokkenése a beaddstdl szadmitott tdvolsdg ndvekedésével,
centralis klaszter. A kétféle, arean beliili és azok kozotti Osszekottetések koziil az
utébbiban valamivel nagyobb volt a klaszterméret diverzitasa (45E,F abra). Az 6sszes
esetben a diverzitas a klaszterszam csucsa koriil volt a legnagyobb, de attdl eltéréen a
hosszparaméter ndvekedésével (kb. 200 um-ig, ami felett a kis klaszterszam miatt az
entropia pontatlan) viszonylag kis mértékben csokkent, azaz a klaszterszamhoz képest
relative nagy volt (45C-F ébra). A klaszterszammal 0Osszehasonlitva az entrépia
csucsertek utani lasst csokkenését a nagy centralis klaszter kialakuldsa €s a beleolvado

kisméretii klaszterek szamanak csokkenése magyarazhatja.

45. dbra. (kévetkezé oldal) A retrogrdd jel klaszterszerkezete. (A,B) A retrogrdd
jelolédott  neuronok (fekete pontok) dltal alkotott klaszterek  kiilbnb6z6
hosszparaméterek (288 um és 296 um) esetén egy drea 1 beadds példdjdn. Szaggatott
vonal: drea hatdrok, kék: klaszterek drea 3b-ben, piros: klaszterek drea 1-ben. r: rostrdlis,
m: medidlis. Méretarany: 1 mm. (C,D) A klaszterek szamdnak és (E,F) a méret
variabilitdsanak vdltozdsa a hosszparaméter fiiggvényében dredn beliili (C,E) és dredk
kézotti (D,F) dsszekottetések esetén. A diagramok a kétféle beadds 3-3 esetének
medidnjait mutatjdk. A fliggvényeket 3 adatpontonként (24 um) vett mozgddtlaggal
simitottuk. A képbetétek a csucsértékek csokkenésére illesztett egyenesek meredekségét
mutatjdk log-linedris skalakon (C panelen, drea 3b beadds: -0.0032, drea 1 beadds: -
0.0016) (D panelen, drea 3b beadds: -0.0014, drea 1 beadds: -0.0018). BA3bij: drea 3b
beadds, BAlijj: drea 1 beadds.
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8. Az afferens és efferens teriiletek anizotropidja

Az Osszekottetések eloszlasdban az anizotropia mértéke és orientacidja
meghatdrozza a neuralis interakciok {6 irdnyat a topografikus, esetiinkben szomatotopias
kérgi reprezentaciokban. Az el6zd fejezetben leirtak szerint az dsszekottetések eloszlasa
meghatarozott szomatotdpidval jellemezhetd. Ebben a fejezetben ennek mértékét
hasonlitjuk 0ssze az egyes Osszekottetések esetén. A BDA-jelolt AF-k és vetité neuronok
eloszlasanak anizotropiajat (elliptikussagat) Sincich és Blasdel (2001) anizotropia indexe
nyoman szamoltuk, majd az orientacioval kiegészitve - az area 1 és area 3b kozotti
hatarral bezart sz0g meghatarozasaval - hasonlitottuk 0ssze az egyes palyakat (46A,B
abra). Az anizotropia index (rn) minden esetben nagyobb volt nullanal, de az afferens
vetité neuronok koziil csak a FB kiilonbozott szignifikansan nullatol (egymintas t-proba,

95% konfidencia intervallum) (45C,E abra). Ezzel szemben az AF-k koziil csak egy, az
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area 1 intrinzik efferentacidja, nem kiilonbozott 1ényegesen nullatol (egymintas t-proba,
95% konfidencia intervallum) (45E é&bra). Az anizotrépia 1ényegesen nagyobb volt az
efferens AF-k, mint az afferens vetité neuronok esetén (kétszempontos, ismétléses
ANOVA, p =0,001). A post hoc 6sszehasonlitasok ugyanakkor csak az aredk kozotti AF
vs. vetitd neuron Osszekottetések kiillonbségének szignifikanciajat erdsitették meg
Osszehasonlitasaval kapcsolatban figyelembe kell venni, hogy mig az el6z6 esetben
minden egyes idegsejtet szamitasba vettiink, addig az efferensek esetén csak a
legnagyobb buoton stirtiséggel bir6 AF-kat.

Az orientacid mértékét tekintve a kis szogérték azt mutatja, hogy a jel6lés az area
mig derékszoghoz kozeli érékek esetén a neurdlis Osszekottetés az egyes ujjak proximalis,

tenyér felé eso részeinek reprezentacioja fel¢ iranyul (45A,B abra). Az afferentaciot és az

crer

crer

nagy sz0gét (> 45°) illetéen megjegyzendd, hogy az erds térbeli koncentracié miatt (24.

abra) ennek az Osszekottetésnek az anizotropidja €s orientacidja a disztalis ujjbegy

crcr

faktoridlis ANOVA-val dsszehasonlitva nem kaptunk szignifikans kiilonbséget az arean

beliili, FF vagy FB kapcsolatok kozott.
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46. dbra. Az afferens és efferens teriiletek anizotrdpidja. (A,B) Az anizotrdpia vektorok
és szogek szemléltetése. Anizotropia vektor (rn, fekete vonal kézépen telt kérrel) és az
orientdcio szége (a folytonos sziirkés és az drea hatdrt jelz6 szaggatott vonalak dltal
bezdrt szég) retrogrdd (A) és anterogrdd (B) jel6l6dés esetén egy-egy példdn drea 1
beadds utdn. A bemutatott példdkban az értékek: rn neuron, drea 3b: 0,42, drea 1: 0,4.
rn axonfolt, drea 3b: 0,46, drea 1: 0,86. Anizotrdpia sz6g neuron, drea 3b: 32°, drea 1:
42°. Anizotropia sz6g axonfolt, drea 3b: 36°, drea 1: 38°. A fekete szimbolumok a
neuronokat (A), a sziirke konturok (B) az axonfoltokat jeldlik. Pontok az axonfoltokban:
témegkézéppont (B). A szaggatott vonalak az drea hatdrokat jelélik. r: rostrdlis, m:
medidlis. Méretardny: 500 um. (C) A retrogrdd jelélt neuronok anizotrop eloszldsa. (D) A
retrogrdd jel6lt neuronok anizotropia szégei. (E) Az anterogrdd jelélt axonfoltok (AF)
anizotrop eloszldsa. (F) Az anterogrdd jel6lt AF-k anizotropia szdgei. BA3bij: drea 3b
beadds, BAlijj: drea 1 beadds. SD: szords.
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C. Agykérgi kommunikacios csatornak azonositasa a szomatoszenzoros kéregben

|. Axonmorfoldgia: csupasz és velGshlvelyes rostok eloszlasa a
szUrkedllomanyban

A szomatoszenzoros kéregben az aredkat és az arean beliili tavoli teriileteket a
szlirkedllomanyban horizontalisan futd, BDA-jelolt, axon nyalvanyok siirti halozata koti
Ossze (21B, 27B abra). Ezeknek a rostoknak a dontd tobbsége kanyargos lefutasu,
boutonokat képez6 axon volt (18F abra). Egy kisebb csoportjuk azonban vastag,
viszonylag egyenes lefutasu és boutont nem képezd, sima axonnytlvanyként jelent meg
(18E, 47A abra). Mindkét rost tipus azonosithatd volt area 3b és area 1 beadast kovetéen
IS. A fénymikroszkopos megjelenés alapjan a boutont nem formalo rostok mielinhiivelyes
axonoknak tlintek. Ezt a feltevést alatdmasztotta, hogy elektronmikroszképpal BDA-
jelolt, mielinhiivelyes axonok ¢érinté irdnytl metszeteit figyeltik meg a
sziirkeallomanyban (47B &bra).

A kétféle axon tipus eloszlasa eltéronek bizonyult. Mig a vékony, boutonokkal
tarkitott és kanyargd axonok kozott egyarant eléfordultak az area hatéron tilra vetitdk és
olyanok is, melyek nem Iépték at az areak kozotti hatart, addig a vastag, boutont nem
képez6 axonok féleg inter-arealis, area hataron tulra vetit6 rostok voltak (47C,D abra). A
sima lefutdsu axonokat ennek megfeleléen foleg rostro-kaudalis orientacio jellemezte,
ellentétben az axonok altaldnosan tapasztalt sugarirdnyt eloszlasaval (47C,D, 21B, 27B
abra). Szemléltetésként és az Gsszehasonlithatosag érdekében az axonok eloszlasat a
beadasonkénti 3-3 esetet egymasra illesztve polarkoordinata rendszerben abrazoltuk
(47E,F é4bra). Az abran egyértelmiien kitlint a feketével jelolt rostro-kaudalis orientdcio
meghatéarozo jellege. Eredményeink szerint az areak kozotti kommunikacidoban egyszerre
van jelen egy gyors, mielin hiivelyes axonokon és egy lassabb, csupasz axonokon
keresztiili jelatvitel. Az arean beliill pedig a kommunikacié dontéen a lassabb, csupasz

axon nyulvanyokon 4t valosul meg.
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47. abra. BDA-jelélt vastag és egyenes lefutdsu axon nyulvdnyok eloszldsa. (A) BDA-jeldlt
vastag és boutonokat nem képezd, sima rostok fénymikroszkdpos felvétele (fekete
nyilak). Az iires nyil eqgy vékony axont mutat tiiske-szerti boutonnal. A pontozott kérvonal
axonfoltot hatdrol. (B) BDA-jelolt velGshiively boritdsi rost hosszmetszete
elektronmikroszkdpos felvételen (fekete nyilak). A BDA-jelélt axon kérnyezetében tébb
jeléletlen, velGshiivelyes axon tangenciondlis- (ts) és keresztmetszeti (cs) képe ldthatd.
(C,D) BDA-jelélt vastag és sima rostok rekonstrukcioi drea 3b (C) és drea 1 (D) beaddsok
esetén. Az egyes esetek egymdsra illesztett rekonstrukcioit kiilénb6z6 szin jeldli.
Szaggatott vonal: drea 3b hatdrai, piros pont: beaddsi hely. (E,F) Poldarkoordindta
rendszerben dbrdzolva az egymdsra illesztett eloszldsok a BDA-jelélt vastag és sima
rostok orientdciojdnak f6 irdnydt (fekete szin) mutatjdk drea 3b (E) és drea 1 (F)
beaddsok utdn. Az egyes eseteket kiilonbézé szinek jeldlik. A fekete szin az eloszldsok
erdsen dtfedd részét jeldli. A fehér pont a tengelyek metszéspontjdban a beaddsi helyet
mutatja. Méretardny A: 25 um, B: 2 um, D (C-re is alkalmazva): 1 mm. r, R: rostrdlis, m,
M: medidlis irdnyok.

Il. Preszinaptikus boutonok strukturaja az agykéregben
1. Talamokortikdlis axonvégzdédések a PFC-en

A talamusz relé sejtjeinek axonvégzddéseit rézusz majomban tanulmanyoztuk
elektronmikroszkoppal egyrészt a mediodorzalis talamusz mag (MD) prefrontalis kérgi
(PFC) vetiiletének BDA-jelolését kovetden (48A,B édbra), masrészt parvalbumin (PV)

crer

(MDpc) dorzo-lateralis részébe injektaltuk (48A abra). A PFC-ben az area 46 kozépsé
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rétegeiben (4. réteg és 3. réteg als6 savja) (48B dbra) tapasztaltuk a legintenzivebb
anterograd jelolést, de BDA-jelolt talamokortikélis rostokat talaltunk a kéreg mélyebb és
fels6bb rétegeiben is. A talamokortikalis axonok varikozitdsokat és tliske-szerli

végzddéseket is képeztek (48B abra).

48. dabra. Talamo-kortikdlis axonvégzdédések jeldlése a prefrontdlis kéregben rézusz
majomban. (A) BDA beadds lokalizdcidja a talamusz mediodorzdlis magjdban. (B) BDA-
jelélt axonok a prefrontdlis kéreg kézépsé Ill.-IV. rétegeiben. Képbetét: egy talamo-
kortikdlis rost részlet kinagyitott képe fdziskontraszt mikroszkdppal. Csl: felsé laterdlis
centrdlis mag, CL: centrolateralis mag, MDpc: mediodorzdlis mag, parvocellularis rész.
(C,D) Parvalbumin immunjelélés az drea 46 k6zépsé rétegeiben. Nyilak: immunnegativ
perikaryonok fdziskontraszt felvétele. Méretardny, (A): 500 um, (B-D): 50 um.

A PV-t korabbi tanulméanyok alapjan a talamo-kortikalis végzddések markereként
hasznaltuk (Melchitzky és mtsi., 1999; Lewis és mtsi., 2001). A PV immunhisztokémia
idegsejt nytlvanyok siirti szovedékét és perikaryonok egy csoportjanak erdteljes jelolését
eredményezte a PFC k6zéps6 rétegeiben (48C,D abra). Korabbi tanulmanyok alapjan
tudhatd, hogy a PFC kozEépsd rétegeiben a jelolés féleg a PV-t nagy koncentracioban
tartalmazo6 kosar-és axo-axonikus kandelaber sejteknek koszonhetd, melyek sejttestében
és nyulvanyaiban is megtalalhato ez a Ca?*-kotd fehérje (Lund és Lewis, 1993; Conde és
mtsi., 1994; Melchitzky és mtsi.,, 1999; Lewis, 2000; Lewis és mitsi.,, 2001).

Elektronmikroszkoppal ugyanakkor biztonsaggal megkiilonboztethetd az emlitett gatld
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interneuronok szimmetrikus, Gray Il-es tipusu szinapszisa a talamo-kortikalis
végzddések Gray I-es tipust, aszimmetrikus szinapszisaitol (pl. Guillery, 2000). Ezzel
6sszhangban PV-immunpozitiv axonterminalisok szinapszisainak mindkét tipusat, Gray
I és II, kimutattdk a PFC kozépsé rétegeiben (Melchitzky ¢és mtsi.,, 1999).
Tanulméanyunkban a PFC kozépsé rétegeiben csak az aszimmetrikus szinapszisokat

1étesitd PV-immunjeldlt axonvégzddéseket vizsgaltuk.

49. dbra. Talamo-kortikdlis axonvégzbédések elektronmikroszkopos felvételei a
prefrontdlis kéreqg kézépsé rétegeibél.  (A,GE) BDA-jel6lt  talamo-kortikdlis
axonvégzdidések aszimmetrikus szinapszisai. *: jeléletlen axonvégzddések aszimmetrikus
szinapszisa  dendrittiiskével.  (B,D,F)  Parvalbumin tartalmu axonvégzGidések
aszimmetrikus  szinapszissal.  (A-D)  Dendrittiiskével létesitett  szinapszisok.
Tiiskeappardtus hidnydban a dendrittiiske azonositdsat segiti, hogy nem tartalmaz
mikrotubulusokat. (E,F) Axo-dendritikus szinapszisok. (F) A pre- és a posztszinaptikus
struktura egyardnt parvalbumin pozitiv (fehér nyilak: szinaptikus membrdn
specializacid). (C) Megfigyelhets, hogy egy jeldlt bouton tébb posztszinaptikus
strukturaval, ill. azok kéziil némelyikkel un. lebenyes szinapszissal (dupla nyilak egy
dendrittiiskén beliil) is kapcsolodhat. A lebenyes szinapszisra mdsik példa az (A) panelen
alul a csillaggal jelolt axonvégzddés dltal Iétesitett kapcsolat. (folyt.)
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(D) Egyetlen pre- és posztszinaptikus struktura dltal létesitett tobbszorés kontaktus.
Nyilak: posztszinaptikus membrdn specializdacidé. Méretardny, (A): 500 nm érvényes (B)-
re is; (F) 200 nm alkalmazhato (C-E)-re is.

Elektronmikroszkoppal (EM) megallapithato volt, hogy a BDA-jel6lt végzédések
kerek vezikulumokat tartalmaznak, és aszimmetrikus szinapszisokat létesitenek
(49A,C,E abra). A leggyakoribb szinapszist dendrittiiskén talaltuk, de kisebb aranyban
axo-dendritikus kapcsolatokat is azonositottunk (49A,C,E, 50F abra). A PFC k6zépso
rétegeiben  aszimmetrikus  szinaptikus  kapcsolatot  Iétesitd ~ PV-immunjeldlt
axonvégzédéseck a  BDA-jelolt  terminalisokhoz ~ hasonldé  ultrastrukturalis
jellegzetességekkel rendelkeztek és szintén nagyrészt dendrittiiskével szinaptizaltak
(49B,D,F, 50F abra). Ugyanakkor a PV-immunjelolt axonvégzodések a BDA-jel6lteknél
kétszer nagyobb gyakorisaggal szinaptizaltak dendrit torzson (20,5% PV, és 9,5% BDA-
jelolés esetén). E kiilonbség egyik magyarazata az lehet, hogy a PFC a MD-n kiviil a
dorzalis talamusz mas magvaibol is kap bemenetet (Barbas és mtsi., 2018).

A BDA-jeldléssel és PV immun-hisztokémidval azonositott talamokortikalis
axonvégzddések ultrastrukturajanak kvantitativ jellemzését jeldletlen boutonokkal (49A
abra) 0Osszehasonlitva végeztiik el. Kizdrdlag a szimmetrikus szinapszist 1étesitd
végzddéseket vizsgaltuk. Osszesen 47 BDA-jeldlt, 57 PV-immunpozitiv és 66 jeldletlen
axonveégzddésen végeztiink méréseket abban a keresztmetszeti sikban, ahol jol lathatéan
azonosithatd volt a szinaptikus 0Osszekottetést jelzd posztszinaptikus membran

specializacié (PSD) (49. abra).

50. dbra. (kévetkezé oldal) A BDA és parvalbumin (PV) tartalmu axonvégzddések
szinapszisainak kvantitativ morfoldgiai jellemzdi. (A,B,C) A szinaptikus strukturdk
meéretének dtlagai (+szords, um). (D,E,F) Az axonvégzédések szdzalékos ardnya a (D)
posztszinaptikus membradn specializacio (PSD) tipusa, (E) mitokondrium tartalma és (F) a
célstruktura (dendrit térzs, dendrittiiske) szerint. PSD: posztszinaptikus membrdn
specializacio, TC: BDA-jelélt talamo-kortikdlis axonvégzédés, C: jeldletlen kontroll
szinapszisok a BDA-jel6lt boutonokat tartalmazo metszetekrél.
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A boutonok ¢€s a posztszinaptikus dendrittiiskék méretét Osszehasonlitva a
varianciaanalizis jelent6s csoporthatast eredményezett (kéttényezés ANOVA, p < 0,05).
Ezzel 6sszhangban a post hoc 6sszehasonlitas eredménye szerint a BDA- és PV-pozitiv
boutonok 1ényegesen nagyobbak voltak, mint a jeloletlenek (Scheffe teszt, p < 0,001)
(50A abra). A jel6lt boutonok akkor is nagyobbak voltak a jel6letleneknél, ha a boutonok
tertiletét a benniik levé mitokondriumok teriiletével csokkentve hasonlitottuk dssze (t-
proba, p < 0,001). A BDA- és PV-pozitiv axonvégzddések mérete nem kiilonbozott.
Ellentétben a boutonok méretével valtozatos képet kaptunk a posztszinaptikus
dendrittiiskék méretét illetden. Mig a BDA-jelolt csoport nem kiilonbozott a masik
kettotol, addig jelentds kiilonbséget talaltunk a PV-pozitiv és jeloletlen kontroll csoportok
kozott (p < 0,009; 50B abra). Hasonloan, a kétféle jelolt és jeloletlen axonvégzodések
altal 1étesitett szinapszisokban a PSD hossza sem kiilonbozott 1ényegesen (50C abra). A
PSD tipusat tekintve azonban a jeldletlen boutonokénal joval nagyobb ardnyban fordult

el6 tobbszoros és lebenyes szinapszis a BDA- és PV-jeldlt végzodések esetén (50D abra).
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Jelentds eltérés mutatkozott a jelolt és jeloletlen boutonok mitokondrium tartalméban is
(50E ébra). A PSD tipusaban és a mitokondrium taralomban a két jelolt csoport kozotti
kiilonbség elhanyagolhatd volt a jeldletlen csoporthoz képest tapasztalt kiilonbséghez
hasonlitva. Az eltérés kiilondsen nagy volt a mitokondrium taralomra nézve: a jelolt
boutonok csupan kis hanyaddaban nem taldltunk mitokondriumot, mig a jeldletlen

boutonok tobbsége nem tartalmazott mitokondriumot.

2. Kortiko-kortikdlis szinaptikus boutonok szerkezete a szomatoszenzoros kéregben

1. Nagy, BDA-jelolt kortiko-kortikalis boutonok eloszlasanak fénymikroszkdpos
meghatarozasa a szomatoszenzoros kéregben

Az eldz6 fejezetben leirtaknak megfelelden jelentds kiillonbségek vannak a jelolt
talamo-kortikalis és a kontroll, jeloletlen boutonok szinapszisainak szerkezeti
jellemzdiben. Figyelembe véve, hogy az agykéregben a szinapszisok nagy hanyadat kérgi
eredetli axonok létesitik, feltehetjiik, hogy a jel6letlen csoportunk statisztikai értelemben
a kortiko-kortikalis szinapszisokat reprezentalta (Douglas és mtsi., 1995). Ebben a
fejezetben a kortiko-kortikalis axonvégzddések ultrastruktirajat azok BDA-jeldlésével
vizsgaljuk a szomatoszenzoros kéregben, ugyanabban a 6 mokusmajomban, amelyekben
a kordbban leirt vizsgalatainkat végeztiik. Kiemelt figyelmet forditunk a nagyméreti,
meghajto jellegii talamo-kortikalishoz hasonld morfologiai tulajdonsagokkal rendelkez6
boutonok azonositasara.

Area 3b és area 1 efferensek FM vizsgélataval kétféle, méretben jol elkiilonithetd
boutont talaltunk: egy nagymeéretl, ritkabban eléfordulot és egy kisméretli nagy szamban
jelolédot (51A,B dbra). A tovabbiakban célzottan a nagyméretii boutonok arean beliili és
azok kozotti eloszlasat vizsgaltuk FM-al. A térképezés soran a kétféle bouton
elkiilonitéséhez az 1 um-nél nagyobb méretiieket valasztottuk a kurzor beallitasaval. Az
1 um mérethatart részben tapasztalati Uiton, masrészt azon irodalmi adatok alapjan
valasztottuk, miszerint meghatarozott kérgi eredetli és célteriiletli axonvégzddések
atméréje ezt az értéket meghaladja (Anderson és mtsi., 1998; Anderson és Martin, 2006,
2009; Covic és Sherman, 2011; Innocenti és Caminiti, 2017). Osszesen 237 nagy boutont
azonositottunk a 6 allatban, aminek az atmérdje nagyobb volt az 1 um méretiire allitott
kurzorndl. Nagy boutonokat talaltunk az injektalt aredn beliil és a vizsgalt szomszédos
areaban (51C abra). A feltérképezett 237 bouton 74%-at AF-on kiviil lokalizaltuk.
Erdemes ugyanakkor megjegyezni, hogy a BDA-jelolt AF-0k a kéreg terjedelmének
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csupan kis részét teszik ki, igy a kb. 1/3 AF-ban lokalizalt nagy bouton viszonylag nagy
hanyadot képvisel.

Area 1 beadas esetén joval tobb nagy boutont azonositottunk, mint area 3b beadést
kovetéen (area 1 beadas: 207; area 3b beadas: 30 nagy bouton a 3-3 esetben). A
kiilonbséget foleg az injektalt arean beliili jel6l6dés eredményezte (drea 1: 164, area 3b:
17), mig az areak kozotti eltérés kisebb volt (area 1 = 3b projekcio: 43; area 3b > 1
projekcid: 13). A nagy szambeli kiilonbséget a BDA-beadas kiilonbségei okozhattak, igy
foleg az, hogy area 1 beadas sordn két esetben a teljes kérgi mélységet, tehat a mélyebb
rétegeket is beinjektaltuk; ezzel szemben az area 3b beadasok tobbnyire csak a felso-
kozépso rétegeket céloztak (17E abra, 10. tablazat). A metszetekre szamitott boutonok
szdmanak atlaga (+sz0rds) area 3b beadast kovetden 3,0+1,2, mig area 1 beadast kdvetden
7,9+3,6 volt.

A szomszédos areat célzo nagy boutonok altal azonositott palyak erdsségét a teljes
szamuk aranyaban hataroztuk meg Markov és mtsi. (2011) retrograd jel6lésre kidolgozott
formulaja alapjan (er6sség = Ninter-area / (Ninter-area + Nintra-area), @0l N @ nagy boutonok
szdma az indexben jeldlt teriileten). A nagy boutonokat képezd, aredk kozotti palyak
egyes esetekben és atlagaban szamitott relativ erésségét az 51D dbra mutatja. Area 3b
beadast kdvetden a nagy boutonok kozel fele, 0,46+0,25 (atlagtszoras) jelolodott area 1-
ben. Ezzel szemben area 1 beadas esetén a nagy boutonok csupén kb. negyede, 0,23+0,08
(atlagtszoras) jelolodott area 3b-ben. A két palya atlagos erdsségében mért kiilonbség
éppen csak trendszertien jelent meg (t-proba, szabadsagfok (df) = 4, p = 0,20).
Ugyanakkor az intra- és inter-arealisan jelolt nagy boutonok szamat 6sszehasonlitva a
kiilonbség szignifikansnak mutatkozott a két beadéas kozott (area 3b beadas: 17 intra, 13

inter; area 1 beadas: 164 intra, 43 inter; 2 = 10,807, df = 1, p = 0,0010).
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51. dbra. Kis és nagy kortiko-kortikdlis boutonok fénymikroszkopos (FM) jellemzéi. (A)
Kis boutonokat (dtméré < 1 um) formdlé vékony axon nyulvdnyok fénymikroszkdpos
képe egy AF-ban drea 3b-ben. A képbetéten egy axon szdl részlete Ildthato két
varikozitdssal. Nyilak: varikozitdsok, nyilhegyek: tiiske-szerli végzédések. (B) Nagy
boutonok (atméré > 1 um) dredn beliili és dredk kézétti vetité axonok varikozitdsai
formdjaban drea 1-ben. (C) Nagy boutonok eloszldsa a 6 esetben. A rekonstrukciokat a
BDA beaddsi helyek és az drea 3b — drea 1 hatdr segitségével illesztettiik. Négyzet: drea
3b, kér: drea 1 beadds utdn jeldlt boutonok. A nagy szimbdlumok az
elektronmikroszkdppal rekonstrudlt boutonokat jel6lik. Minden egyes szimbdlum egy
boutonnak felel meg. Az egyes esetek illesztett metszetsorozatait halvdny konturok
mutatjdk. a3b és al: drea 3b és 1, ij. (csillag): BDA beadds helye, sc: centrdlis sulcus.
BDA beadads lokalizacidja: disztdlis ujjbegy reprezentdcio, D2 ujj (5 eset) és D4 ujj (1 eset).
r: rostrdlis, m: medidlis iranyok. Méretardny (A,B): 5 um; (C): 1 mm. (D) A nagy boutonok
eloszldsa drea 3b-ben és drea 1-ben. Az dredk k6zotti ardny az drea 3b vagy drea 1
beaddsok (ij.) dltal a szomszédos dredban jel6lt boutonok ardnya az dredn beliil és azok
kézott jelolt 6sszes bouton szamdhoz képest. Az csillag az dtlagot, a négyzetek az egyes
eseteket jelolik. Az egyes eseteket a szimbdlumok mellett jel6ltiik. A pontozott vonal
jeldli a 0,5-es ardnyt.

2. A BDA-jelolt kis és nagy boutonok ultrastrukturadlis jellemzdi area 3b, és area 1-ben

A FM-s térképezést kovetden EM-al vizsgaltuk, hogy kiilonb6z6 ultrastrukturalis
jellemzdk alapjan lehetséges-e a boutonok osztalyozasa a Szomatoszenzoros kéregben. A
nagy ¢és kis boutonok finomszerkezetének Osszehasonlitdséhoz a nagy boutonokat

tartalmaz6 ultravékony sorozatmetszeteken talalhatd Osszes olyan BDA-jelolt kis (LM
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méret < 1 um) boutont is vizsgaltuk, ami teljes 3D terjedelmében rekonstrudlhaté volt. A
mintank 6sszesen 31 nagy és 24 kis boutont tartalmazott intra- ¢és inter-arealis jel6lésbal,
AF-bol (12 bouton) és azon kiviilrél (43 bouton) (12. tablazat).

12. tablazat. Az elektronmikroszkoppal 3D-ben rekonstrudlt kis és nagy boutonok
szdmdnak teriileti megoszidsa a FM-s térképezés alapjdn. A kis boutonok lokalizdcidjat
a nagy boutont tartalmazd metszet lokalizdcidja alapjan hatdroztuk meg.
Injektalt area  Osszes  Intra-drea  Inter-area
(kis, nagy) (kis, nagy) (kis, nagy)

Area 3b 27(19,8)  13(9,4)  14(10,4)
Area 1 28(12,16)  16(6,10)  12(6,6)
Osszeg 55(31,24) 29(15,14) 26(16,10)

EM szinten a BDA-jelolt kis végzddések kerek szinaptikus vezikulumokat
tartalmaztak és aszimmetrikus, Gray I tipust szinapszist létesitettek dendrittiiskékkel
(52A abra). A FM-al azonositott nagy végzédések szintén kerek vezikulumokat
tartalmaztak és aszimmetrikus dendrittiiske- és axodendritikus szinapszisokat l1étesitettek
(52B,C abra). A nagy és kis végzédések egyarant képeztek egyszerti és lebenyes
szinapszist (52A-C 4bra). Erdekes modon EM-al a nagy boutonok koziil 6t varikozitast
kiilonésen nagyméretll, szinapszist nem létesité axonalis "tagulat"-ként sikertilt
azonositani a két szomatoszenzoros kérgi aredban. Ezeket az axondlis "tagulatokat",
melyek szinaptikus vezikulumot sem tartalmaztak, a tovabbi elemzésbdl kizartuk, igy a
nagy boutonok szama 31-r6l 26-ra csokkent, ezzel egyiitt a teljes minta mérete 50

boutonra (12, 14A tablazat).
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52. dbra. BDA-jelélt kortiko-kortikdlis boutonok elektronmikroszkdpos (EM) jellemzéi.
(A-C) Dendrittiiskén (sp) szinaptizdlo kis boutonok (LM-dtméré < 1 um) keresztmetszeti
képei. (D-F) nagy boutonok (LM-dtméré > 1 um) dendrittliske- (E, F) és axo-dendritikus
(d: dendrit) (D) szinapszisainak keresztmetszeti képei EM-al. Mindegyik BDA-jeldlt
bouton aszimmetrikus szinapszist létesit (nyilhegy). A szinapszisok lehetnek egyszeriiek
(A-C, E) és dsszetett, lebenyes tipusuak (D, F). A boutonokban a mitokondriumok (m)
szama vdltozo, lehet tébb is (D, F), de hidnyozhat is (A). A jelbletlen szinaptikus
vezikulumok (v) fehér pontokként tiinnek elé a fekete NIDAB csapadékbdl és a
szinaptikus kontaktus kériil aggregdldodnak (pl. A). Némely esetben a boutonba dgyazva
jeléletlen invagindcid (nyil) azonosithato szinaptikus membrdn specializdcio jelenléte
nélkiil (C). Méretardny: (A-D, F) 0,5 um és (E) 1 um.

A szinaptikus boutonok szabalytalan alakuak voltak, gyakran jelentek meg
benniik BDA-negativ, nem-szinaptizald struktirdk betiiremkedései (52C, 53D ébra). A
boutonok komplex szinaptikus struktirakat létesitettek, lebenyes, ill. tobbszords
kontaktusok kialakitasaval (52D,F, 53D abra). A finomszerkezet jellemzdit, kiilondsen a
pontos méretet és format igy csak teljes 3D rekonstrukcidét kovetden lehet
Osszehasonlitani. A sorozatmetszeten alapuld 3D rekonstrukcié folyamata az 53. dbran

lathato.
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53. dbra. BDA-jeélt nagy boutonok 3D sorozatmetszet-rekonstrukcioja két példan. (A)
Nagy BDA-jelélt varikozitds FM képe. (B-D) Az (A) panelen ldthaté bouton 3D EM
rekonstrukcidja. (B) A bouton kérvonalai a metszetsorozaton. (C) A bouton 3D
strukturdja a posztszinaptikus elemekkel. (C1) JOl Idthaté a bouton (bézs) és a két
dendrittiiske (sziirke) szoros kézelsége. (C;) Az dttetsz6 feliilet Idthatovd teszi a
szinaptikus membrdn specializaciot (zéld) és a mitokondriumot (kék). (D) Az EM
sorozatmetszet hdrom, (B) panelen jel6lt részén azonosithaté a jel6lt butonnal
aszimmetrikus szinapszist (nyilhegy) létesité két dendrittiiske (sp1, sp2). A fehér pontok
jeldletlen szinaptikus vezikulumok. Nyil: membradn specializacidval nem asszocidlt, BDA-
negativ invagindcio; m: mitokondrium. (E-G) BDA-jelélt nagy bouton 3D
rekonstrukciéjdnak mdsik példdja. A jel6lések megegyeznek (B-D)-n megadottal. (H)
osszehasonlitdsként egy BDA-jelélt kis szinaptikus bouton 3D strukturdja. A bouton
mitokondriumot tartalmaz és dendrittiiskével szinaptizdl. A jelélések megegyeznek (C)-n
megadottal. Méretardny: (A-F) 1 um, (G-J) 500 nm.
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3. A BDA-jeldlt boutonok osztalyozdsa a felllet és térfogat korrelacidjaval

A boutonok FM, majd kvalitativ EM modszerekkel torténd osztalyozasat a kis és
nagy boutonok felszin ¢és térfogat értékeinek, valamint ezek aranyanak
Osszehasonlitasaval is igyekeztiink alatamasztani 50 bouton (26 nagy és 24 kicsi, FM
méret szerint) 3D-EM rekonstrukciojat kovetdéen. A felszin térfogat arany
Osszehasonlitdsa jelezheti az esetleg meglevd kiilonbségeket a membranhoz kotott,
receptorokon és ion csatorndkon keresztiil folyd, ill. a citoplazmaban lokalizal6do
masodlagos jelatviteli kaszkadokon 4t (kiilonds tekintettel a Ca®*-ra) zajlo preszinaptikus
funkcidk sulyat illetden. (54A-C abra). A boutonok (26 nagy és 24 kis bouton, LM méret
szerint) 3D-EM rekonstrukciot kovetden mért térfogatat, feliletét és a felszin/térfogat
aranyat az 54A-C 4dbra mutatja. A feliilet és térfogat 6sszehasonlitdsokbdl kiugrdéan nagy
értékeivel kitlint egy kiviilallo bouton (54A,B ébra). Masrészrdl ugyanez a nagyméretii
bouton atlag koriili feliilet/térfogat arannyal illeszkedett a csoportjaba (54C abra). A
boutonok két csoportjaban a bouton felszin (atlag pm? + sd, kicsi: 1,0 = 0,5, nagy: 4,5 +
2,7) és térfogat (atlag pm3 + sd, kicsi: 0,1 = 0,07, nagy: 0,7 = 0,6) is szignifikansan
kiilonbozott a kiviilalld boutont beszamitva (t-proba, df = 48, 6sszes p < 0.02) és az
dsszehasonlitasbol kihagyva egyarant (t-proba, df =47, 6sszes p < 1,5 x 107°) (Bonferroni
korrekcid a tobbszords Osszehasonlitasok miatt) (54A-B abra). A transzformalt adatokkal
(2\felszin és 3Vtérfogat) szamolt feliilet/térfogat arany (atlag + sd, kicsi: 2,2 + 0,2, nagy:
2,5 +0,4) szintén szignifikansan kiilonb6z6tt a Bonferroni korrekcidval szdmolt p =0.017
kritikus értéken (t-proba, df = 48, p = 0,016) (54C abra). Eredményeink tehat
alatdmasztottak a boutonok méret szerint torténd osztalyozasara tett fénymikroszkdpos
megfigyeléseinket.

A boutonok felszine és térfogata kozotti dsszefiiggést korrelaciojuk segitségével
tanulmanyoztuk (54D-F abra). Az Gsszehasonlitas felfedte a térfogat és felszin erds
kategorizalashoz, egyetlen bouton kivételével 2 csoportot képeznek (54D,E abra). Fontos
ismételten megjegyezni, hogy az 5 axonalis "tagulat" az elemzésben nem szerepelt (14A
tablazat). A korreldcioval azonositott csoportoktdl elkiiloniilé bouton azonos volt a
legnagyobb felszin és térfogat érté¢kekkel rendelkezd kiviilalloval (54A,B,D arba). A kis
¢€s nagy boutonok csoportosulédsa a kiviilallo kihagyasaval és a skalak nagyitasaval még
szemléletesebbé valt (54E dabra). Hisztogramok tanulmanyozasaval a kis és nagy
boutonokat elvalaszté mérethatarokat is azonositottuk: 2,4-2,9 um?2 (54G abra) ¢s 0,5-0,6
um3 (54H é&bra) mérettartomanyokban nem taladltunk boutonokat. Tovabba, a felszin

135



dc_1938 21

terlilete alapjan a kis €és nagy boutonok egyértelmiibben megkiilonboztethetok voltak,
mint a térfogat alapjan, ahol a méreteloszlasban nagyobb ugrasok voltak (54G,H abra).
A mitokondriumok feliilete és térfogata a boutonokéhoz hasonléan szintén erésen
korrelalt (13. Tablazat). Tovabba, a mitokondrium feliilet erésen korrelalt a boutonéval.
A mitokondrium és bouton térfogat kozotti korrelacié ugyan gyengébb volt, mint a felszin
esetében tapasztalt, de még igy is szignifikdnsnak mutatkozott (13. Téablazat).
Ugyanakkor a PSD teriilete sem a bouton, sem a mitokondrium feliilettel nem korrelalt
A FM ¢és EM Kklasszifikacio nem teljesen egyezett, mert 12 végzddést, amit FM-
al nagy boutonként azonositottunk, a 3D kvantitativ elemzés a kis boutonok csoportjaba
sorolt (54D,E abra, 13. tablazat). Az 54E 4bran lathato, hogy az atcsoportositott boutonok
felszin és térfogat méretei a kis boutonok kozott a legnagyobbak voltak (lasd az abran a
haromszogekkel csoportot képzd kordket). A csoportositas fiiggetlen volt a PSD
jelenlététdl €s a mitokondrium tartalomtol (S4E,F dbra). Eredményeink igazoltak, hogy
az egy dimenzids FM-s mérettel (atmérd) szemben a 3D-EM méréseken alapulo felszin
¢s térfogat korrelacio megbizhatobb modszer a boutonok méret szerinti osztdlyozasanak

az agykéregben.

13. tablazat. Az Osszehasonlitisokhoz hasznalt valtozok korrelacioi a PSD-vel
szinaptizald 32 bouton adatai alapjan. Mitokondriumot 24 boutonban taldltunk, az
Osszehasonlitdsok ezekre a boutonokra vonatkoznak. Mindegyik korrelacio szignifikans
volt (p < 0,05) kivéve a PSD teriiletére vonatkozo6 6sszehasonlitdsokat.

B M felsz. felsz. felsz. térf.

valtozok felsz vs. felsz vs. M vs. PSD vs. PSD vs. M vs.
térf* térf* B B M B

PeaFgSO” 0,96 0.94 0,84 -0,06 0,08 0.50

*: transzformalt értékekkel szamolva (*felszin és SVtérfogat); felsz: felszin, térf:
térfogat, B: bouton, M: mitokondrium, PSD: posztszinaptikus denzitas
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54. abra. A BDA-jelélt boutonok (n = 55) felszinének és térfogatdnak 6sszehasonlitdsa.
(A) Felszin, (B) térfogat és (C) felszin/térfogat hdnyados a kicsi és nagy boutonok
csoportjaiban. A dimenzidok &sszeegyeztethetésége érdekében az adatokat
transzformdltuk (2Vfelszin, ill. 3Vtérfogat). Az dbrdk az egyedi boutonokat (iires kérék)
és az dtlagot (vizszintes vonal) mutatjdk. A fekete pont a kérékben a PSD-vel
azonosithatd szinapszist létesité boutonokat jeléli. A kiviilallo bouton egyértelmden
azonosithatd a kiugroan nagy felszin (A) és térfogat (B) értékeivel (az (A,B) grafikonon
az y tengelyt a jobb dbrdzolhatésdg érdekében megszakitottuk). Erdekes, hogy kiugréan
nagy mérete ellenére a bouton felszi/térfogat ardnya dtlagos volt (C, nagy fekete kér).
(D) A felszin és térfogat erésen korreldl. Lathato a kis (hdromszégek) és nagy (kérok)
boutonok csoportosuldsa. A nagyméretii kiviilallo boutont (A,B) fekete kér jeléli. A PSD-
vel asszocidlt boutonokat kis, fekete szimbdlum mutatja a hdromszégekben és kérékben.
(E) A PSD nélkiili (tires szimbdlumok), ill. azzal asszocidlt (kis fekete szimbdlumok) kis és
nagy boutonok hasonlo eloszldsa. A felszin és térfogat esetiikben is er6sen korreldlt (R =
0,87). Megfigyelheté, hogy néhdny LM-al azonositott nagy bouton (kérék) a kicsik
(haromszégek) csoportjdba sorolddott. A boutonok jobb azonosithatdsdga érdekében a

kiviilallot  nem  dbrdzoltuk. (F) A  mitokondriumot tartalmazé  (folyt.)
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(fekete hdromszégek) és nem tartalmazd (sziirke hdromszdgek) boutonok nem
kiléniilnek el és esetiikben is nagy a felszin-térfogat korreldcidja (R = 0,77). (G,H) A
felszin és térfogat értékek gyakorisdga a kis és nagy boutonok csoportjdban. A
klasztereket elvdlaszté mérethatdrokat a 2,4 — 2,9 um? és a 0,52 — 0,62 um?
intervallumokban hidnyzo adatok jelzik. Fiiggéleges tengelyfelirat a kézépsé (D-F) és also
(G,H) sorban a sor tébbi diagramjdra is vonatkozik.

4. A kis- és nagy BDA-jel6lt boutonok szinapszisainak alapvetd morfoldgiai jellemzdi

A kiilonb6zo tipusu kérgi boutonok funkcidjanak megértése érdekében a
szinaptikus jelatvitel hatékonysagaban és a plaszticitdsban szerepet jatszo morfologiai
tulajdonségaikat hasonlitottuk dssze. Ehhez sziikség volt a PSD pontos koriilhatarolasara.
Sajnalatosan a PSD-t nem lehetett minden esetben egyértelmiien koriilrajzolni az érint6
iranyd metszési sik, ill. hisztologiai miitermék (nem kivant csapadék képzddés)
megjelenése miatt. Emiatt 18 boutont a tovabbi elemzésbdl kizartunk. Az egyetlen
szinapszist 1étesitd orids varikozitast, mint kiviilallot szintén kizartuk, igy 31 (15 nagy és
16 kicsi) BDA-jelolt bouton képezte a 3D-EM kvantitativ 6sszehasonlitasaink targyat. Az
el6z6 elemzések érvényességét illetben fontos megjegyezni, hogy Szinaptikus
vezikulumok azonosithatok voltak a kizart boutonokban. A boutonok szamanak

alakulésat a 14A tablazat foglalja dssze.

14. tdblazat. A kis és nagy boutonok szdmdnak alakuldsa fénymikroszkopos (FM),
valamint 3D-elektronmikroszkdpos (EM) kategorizdlds (felszin és térfogat korreldcidja)
alapjan.

(A) A részletes kvantitativ vizsgdlatokat az 55-bél azon a 32 boutonon végeztiik el,
amelyekben a posztszinaptikus denzitds (PSD) mérete egyértelmiien meghatdrozhato
volt. A 3D-EM kategorizdldssal azonositott 7 bouton 3 dllatbdl szarmazott, egy drea 1
beaddssal és 2 eset drea 3b beaddssal.

Osszes PSD-vel

FM EM FM EM

Kicsi 24 36 16 24
Nagy 25 13 15 7
Oriss 1 1 1 1
Osszes 50 50 32 32

138



dc_1938 21

(B) Az dtcsoportositdssal érintett, PSD-vel asszocidlt boutonok szama a kis és nagy
csoportban 3D-EM kategorizdlds (3D-EM boutonok) utdn (54D,E dbra). FM-bouton:
fénymikroszkopos kategorizdlds, BA3bij: drea 3b beadds, BAlij: drea 1 beadds, intra:
BDA-jeldlt boutonok az injektdlt dredban, inter: BDA-jeldlt boutonok a szomszédos drea
3b-ben vagy drea 1-ben.

Csoport Injrektalt BA3bij BALij Osszes
area
0sszes 12 3 15
Nagy FM- .
boutonok intra 5 >
inter 7 3 10
0 8 - 8
Nagy FM 0sszes
atcsoportositva intra 4 - 4
kis EM-be inter 4 ] 4
0sszes 4 3 7
Nagy 3D-EM- .
boutonok intra 1 1
inter 3 3 6
0sszes 11 13 24
Kis 3D-EM- .
boutonok intra 7 7 14
inter 4 6 10

A tisztan koriilhatarolhatdo PSD-vel asszocialt boutonok csoportjainak méretében
tovabbi valtozasokat okozott, hogy 3D-EM osztalyozassal a nagy boutonok kb. fele
(8/15) a kis boutonok csoportjaba keriilt (14B tablazat, szintén 1d. 54D,E &bra). Az
atcsoportositott boutonok area 3b beadassal jelolt, inter-aredlis axonvégzddések voltak
(14B tablazat). Tovabba, az atcsoportositast kovetden a nagy csoportban egyetlen (intra-
aredlis) kivétellel a boutonok inter-arealisan jeldlt végzédések voltak. Osszességében a
tovabbi egy- ¢és tobbvaltozos 3D ultrastrukturdlis elemzésben 31 boutont
tanulmanyoztunk, hetet a nagy boutonok csoportjabol és a 8 atcsoportositott boutonnal
egylitt 24 kis boutont, amibdl 15 intra-aredlis (7 area 1 beadasbol, 8 area 3b beadasbol)
¢és 16 inter-aredlis (9 area 1, és 7 area 3b beadasbol) végzddés volt (14B tablazat).

A szinapszisokat jellemzd alapvetd morfologiai tulajdonsagok 24 kis €és 7 nagy
buoton kozotti el6forduldsi gyakorisagat az 55. dbra mutatja. A sokszoros szinapszis

eléfordulasi valoszinlisége mindkét csoportban alacsony volt (55A 4bra). Ezzel szemben
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viszonylag gyakran detektaltunk lebenyes PSD szerkezetet (55B dbra). Az Osszetett,
sokszoros vagy lebenyes PSD-t képez6 szinapszisok aranya magasabb volt a nagy, mint
a kis boutonok csoportjaban (55A,B abra). Ugyanakkor mindkét csoport hasonl6an nagy
aranyban (kb. 70%) tartalmazott mitokondriumot (55C abra). A teljesség kedvéért
megemlithetd (nem mutatjuk), hogy az elemzésbdl kizart nagy, kiviilallé varikozitas
lebenyes szerkezetli, tobbszords kontaktust Ilétesitett és tobb mitokondriumot is
tartalmazott. Osszességében az eredmények azt mutattak, hogy a PSD tipusa (egyszerti

vagy Osszetett), a boutonok mérete szerint valtozik.

0.2

>
w
@)

0.6

- 0.8
0.15

0.4 0.6
0.1

0.4

Perforalt PSD

0.05

Toébbszords PSD
Mitokondriummal

Kicsi Nagy Kicsi Nagy Kicsi Nagy

55. dbra. Az alapveté ultrastrukturdlis tulajdonsdgok eléforduldsi valdsziniisége a BDA-
jelélt boutonok felszin-térfogat korreldcio alapjdn azonositott csoportjaiban. (A)
Egyazon posztszinaptikus strukturdval sokszoros szinaptikus kapcsolatot [étesité
boutonok ardnya. (B) A lebenyes PSD-vel kapcsoldoddé boutonok ardnya. (C) a
mitokondriumot tartalmazd boutonok ardnya. Az egyetlen szinaptikus kapcsolatot
Iétesitd Orids varikozitdst az elemzésbdl kihagytuk.

5. A kis- és nagy boutonok 3D ultrastrukturalis jellemz&inek 6sszehasonlitasa egy- és
sokvaltozds maédszerekkel

a. Bouton osztalyok jellemz8 valtozdinak azonositasa egyvaltozos tesztekkel

A vizsgalt tulajdonsdgok koziil a boutonok és a mitokondriumok mérete igen, mig
a PSD mérete, valamint az alak tényez6 (AT), amit boutonok és a PSD esetén vizsgaltunk,
nem kiilonbozott 1ényegesen a két csoport kozott (56. abra). A boutonok feliiletének és
térfogatanak két csoport kozotti szignifikans eltérése alatamasztotta a korrelacio szerinti
csoportositds alkalmassagét (t-proba, df = 29, p = 107 mindkét esetben, S6A,B 4bra).
Ugyancsak egyezden a FM-s csoportositassal kapott eredménnyel (54C abra) a boutonok
térfogategységre eso feliiletének mérete a feliilet nagy relativ novekedését mutatja a nagy
boutonok specializaciojaban (t-proba, df =29, p = 0,018; 56C abra). A mitokondriumok
mérete felszinben (t-proba, df = 21, p = 0,0001) és térfogatban (t-proba, df = 21, p =
0,00008) mérve is nagyobb volt a nagy végzddésekben, mint a kis boutonokban (56D,E
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abra). Ugyanakkor a mitokondriumok boutonra vonatkoztatott relativ mérete 1ényegesen
nem kiilonbo6zott a két csoportban (t-proba, felszin: df = 21, p = 0,53, térfogat: df = 21, p
= 0,2; 56F,G ébra). Kovetkezésképp, a boutonok mérete mellett a mitokondriumok
mérete is fontos megkiilonboztetd tényezd a boutonok csoportositasaban.

A PSD teriilete nem kiilonbozott a két csoport kozott (t-proba, df = 29, p = 0,87),
de a bouton egységfelszinre vetitett értéke nagyobb volt a kis, mint a nagy boutonok
csoportjaban (t-proba, df = 29, p = 0,008; 56H,I adbra). A mitokondrium egységfelszinre
vetitve a PSD mérete marginalis szignifikanciaval eltért a kis boutonok javara (t-proba,
df = 21, p = 0,052; 56J abra). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PSD relativ és
nem abszolut mérete jatszik fontos szerepet a szinaptikus jelatvitelben.

Az alak tényez6 (AT) a boutonok esetében a gombbel vald hasonldsag, mig a PSD
esetében a cirkularitas mértéke. A boutonok AT-je nem kiilonbozott 1ényegesen a két
csoport kozott (t-proba, df = 29, p = 0,09), bar a nagyobb boutonok a kicsiknél kevésbé
voltak gomb-szertiek, feltehetéen a nagy boutonokat inkébb jellemz6 invaginaciok és a
protriziok miatt (56K abra). Az AT a PSD-k esetében hasonld értékii volt az
axonvégzddeések két csoportjaban (t-proba, df = 29, p = 0,41; S6L 4bra).

Osszességében a valtozonkénti dsszehasonlitasok eredményei szerint a PSD és a
mitokondrium a kis boutonokban tendenci6zusan nagyobb részt tett ki, mint a
nagyokéban (56F,G,I,J abra), ami a bouton feliilet és térfogat szinaptikus funkciok
specializacidjaban jatszott fontossagara utal.

Bonferroni korrekcioval (p = 0,004) a boutonok felszin/térfogat aranyanak (56C)
és PSD/bouton felszin aranyanak (56I) két csoport kozotti kiilonbsége nem volt
szignifikans. A tobbi esetben a kiilonbség a p érték korrekcidja utdn is szignifikans
maradt. Nagyobb elemszam sziikséges e valtozok két csoport kozotti kiillonbozéségének

megallapitasdhoz.
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56. dbra A kis és nagy boutonok ultrastrukturdlis jellegzetességeinek dsszehasonlitdsa.
(A) Bouton-térfogat, (B) felszin és (C) felszin/térfogat hdnyados. A térfogat egységre esé
felszin ardnydt az 54C dbrdban leirtak szerint transzformdlt adatokkal (2vfelszin, ill.
3vtérfogat) szamoltuk. (D) Mitokondrium-felszin a boutonokban, (E) mitokondrium-
térfogat a boutonokban, (F) mitokondrium-felszin/bouton-felszin ardny, (G)
mitokondrium-térfogat/bouton-térfogat ardany, (H) PSD-felszin, (1) PSD-felszin/bouton-
felszin ardny, (J) PSD-felszin/mitokondrium-felszin ardny, (K) bouton alak-tényezé (AT),
(L) PSD AT. Az AT PSD esetén (datlag+szords: 1,1 + 0,7) nem kiilbnbézétt 1-tél (egymintds
t-proba, df = 29, p = 0,4), mig boutonok esetén (dtlag+szords: 0,9 + 0,2) kisebb volt 1-nél
(egymintds t-proba, df = 30, p = 0,04). A kérék az egyes boutonokat jelélik, a vizszintes
vonal az dtlagot mutatja. *: 0,01 < p < 0,05; **: 0,005 < p < 0,01, ***: p < 0,005. (folyt.)
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k-EM: kis boutonok, n-EM: nagy boutonok 3D-EM-val azonositva (az utolsé sorban a
vizszintes tengelyfeliratok mindegyik diagramra érvényesek).

b. Bouton osztalyok morfoldgiai jellemezdinek azonositasa fékomponens elemzéssel
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57. dbra A f6komponens elemzés (PCA) eredménye. (A) A f6komponensek sajdtértéke,
valamint az dltaluk magyardzott szords mértéke. (B) A vdltozdk fontossdga a modell dltal
magyardzott szordsuk ardnydban (modell jésdga). (C) A faktorsulyok (a vdltozo
hozzdjaruldsa a PCA modellhez) eloszldsa a két fékomponens (P1, P2: transzformdlt
értékek) mentén. A vdltozok hatdsa az origotol mért tdvolossdggal ardnyos. Az dtlésan
ellentétes kvadrdnsok vdltozoi negativan korreldinak. (D) A kis (fekete négyszég) és nagy
(iires kér) boutonok csoportosuldsa az elsé két fékomponens mentén a boutonok
sulytényezbinek (T1, T2) eloszldsa alapjan. A boutonok sulytényez6i a vdltozok
normalizdlt értékeinek f6komponensek mentén az origotol mért tavolsdgdt fejezik ki. Az
Osszes eset a 3x szords értéket jelzd ellipszisen beliil Idthatd, azaz a mintaban nem volt
kiugré érték. M/B sf: mitokondrium felszin/bouton felszin ardny, M/B vol: mitokondrium
térfogat/bouton térfogat ardny, B shf: bouton alak tényezs, B sf/vol: bouton
felszin/térfogat ardny, PSD/M sf: PSD felszin/mitokondrium felszin arény, PSD/B sf: PSD
felszin/bouton felszin ardny, PSD shf: PSD alak tényezé.
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Fokomponens (PCA) elemzéssel kivantuk feltarni az egyes valtozok egylittes és
viszonylagos szerepét a boutonok osztilyozéasaban, ill. neurofizioldgiai tulajdonsagaik
kialakitasaban. A PCA-t az el6z6 fejezetben ismertetett 12 valtozoval végeztiik, mely a
bouton, mitokondrium és PSD-re vonatkoztatott mért (feliilet és térfogat) és szarmaztatott
(relativ felszin és térfogat) értékeket, valamint az AT-ket (csak bouton és PSD esetén)
tartalmazta. A PCA az adatokban rejlé redundans korrelaciok kisziirésével hatdrozza meg
a valtozok fontossagat. A valtozok eltérd skalazasa miatt az adatokat a z-értékkel (nulla
atlag, egységnyi szoras) helyettesitve standardizaltuk. A PCA els6 két fokomponense
egylittesen az Osszes variancia 55%-ért felelt (57A abra). A legnagyobb varianciaért
felel6s valtoz6 a mitokondrium felszin volt, beleértve a relativ (bouton felszinre
vonatkoztatott) és abszolut mértékét is, valamint a mitokondrium térfogat (57B abra). A
legkevésbé fontos (legkisebb varianciat eredményezé) valtozo a PSD AT-je volt. Erdekes
¢és egyuttal megerdsiti az egyvaltozos Osszehasonlitds eredményét (56C éabra), hogy a
boutonok térfogat egységre vonatkoztatott relativ felszin értéke gyenge megkiilonboztetd
erdvel birt a boutonok azonositasat illetden (57B abra). Az 57C éabran lathatd, hogy a
mitokondriummal kapcsolatos valtozok nem vagy csak kevéssé korrelalnak mas
valtozokkal, ami a mitokondriumok szerepét hangsilyozza a boutonok
relativ (feliilet/térfogat) mértékek is fliggetlenek voltak a tobbi valtozotol (57C abra). A
PCA elemzés azt is megmutatta, hogy a mintank viszonylag homogén volt, nem
tartalmazott kiugro értékekkel birdé boutonokat (57D éabra). Fontos eredmény volt, hogy
PCA-val az els6 két fokomponens alapjan a boutonok két csoportjat viszonylag jol el
lehetett kiiloniteni (57D &bra). A kis és nagy boutonok elkiiloniilése az elsdé két
fokomponens mentén igazolja a boutonok és mitokondriumok méretének fontossagat a

boutonok csoportjanak megkiilonboztetésében.
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58. dbra Emberi tempordlis kéregbdl szarmazd 4. és 5. rétegi boutonok PCA elemzésének
eredménye. (A) A fékomponensek jelentésége, (B) a vdltozok fontossdga, (C) a
faktorsulyok eloszldsa és (D) a boutonok csoportosuldsa. Részleteket Id. az 57.
dbraszévegben. Négyszogek: 4. rétegi boutonok, kérék: 5. rétegi boutonok. A kiviilallok
(kereszt) egy kivétellel 5. rétegi boutonok voltak. Alak tényezéként a spher
(gémbszertiiség) és circ (kbrszerliség) szerepel. A tobbi jelélés megegyezik 57. dbrdéval.
Megjegyzendd, hogy az elemzéshez 9 vdltozot haszndltunk szemben a BDA-jelélt
boutonok elemzéséhez haszndlt 12 valtozdval (57. dbra).

A mintank kis elemszama miatt, féleg a nagy boutonok csoportjaban, az
eredményeink altalanosithatosagat human temporalis kérgi mintak (Yakoubi és mtsi.,
2019a,b) elemzésével kivantuk igazolni. Liibke és kollégai kimutattak (Yakoubi és mtsi.,
2019a,b), hogy az 5. rétegben (L5) nagyobbak a boutonok, mint a 4. rétegben (L4).
Kivancsiak voltunk, hogy a boutonok méretiik (felszin és térfogat) alapjan
csoportosulnak-e, ha tobb mas valtozo is szerepel az elemzésben. Ez esetben a human
temporalis kérgi minta 296 szinaptikus boutonbol allt, 150 db L4-bdl és 146 db L5-bdl.
Az ultrastrukturalis valtozok egy kivétellel megegyeztek a szomatoszenzoros kéregben

hasznalttal: a huméan adatok nem tartalmaztak a mitokondrium felszin méretét. igy a 12
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helyett 9 valtozoéval tudtunk szamolni (Id. B panel az 57 és 58 abrékon). Tovabba, a
human adatokban hasznalt cirkularitas és szfericitas megfelel a féemlos
szomatoszenzoros kéregben hasznalt PSD ¢és bouton AT-knek. Hasonléan a
szomatoszenzoros kéreghez a human temporalis kéregben is az elsé két fokomponens
felelt a szoras nagy részéért (egyiitt 63%, S8A abra). A legfontosabb megkiilonboztetd
valtoz6 a bouton-felszin mérete volt, amit a tobbi boutont jellemzd mérték kovetett (58B
abra). A boutonokat jellemz6 valtozok utdn a mitokondrium térfogatban kifejezett mérete
kovetkezett a valtozok fontossdganak soraban (58B abra). Hasonléan a majom
szomatoszenzoros kéreghez a PSD-t jellemzd valtozok viszonylag kis variabilitast
magyaraztak a human temporalis kérgi mintdban is (58B dabra). Legkevésbé fontos
valtozé a mitokondrium boutonra vonatkoztatott relativ térfogata volt (58B abra). A
faktorsulyok eloszlasa alapjan a méretek, beleértve a boutonokat, mitokondriumot és a
PSD-t is, egylitt valtoztak és feleltek leginkabb a boutonok kozotti kiillonbségekért (58C
abra). A mitokondrium/bouton térfogatot kivéve a méretek a tobbi valtozotol, igy a
boutonok és a PSD alaktényezdi, valamint a PSD/bouton ¢és a bouton felszin/térfogat
szdrmaztatott mértékei, viszonylag fliggetlenek voltak. Figyelemre méltoan, a boutonok
halmazaban 3 csoportot lehetett azonositani, egyet-egyet a L4 és L5 boutonok alkottak,
valamint egy harmadikat, amiben a boutonok a két rétegb6l vegyesen fordultak el6 (58D
abra). Ez az eredmény egyrészt Osszhangban volt Yakoubi és mitsi. (2019b)
megfigyelésével, miszerint a L5 boutonok nagyobbak a L4 boutonoknal, de ezen
talmenden felfedte, hogy a kérgi boutonok morfologiailag heterogén csoportokat
alkotnak. Tudni szerettiilk volna, hogy a méret valoban meghatdrozé szerepet jatszik a
Ennek eredménye aldtamasztotta a PCA elemzését, amennyiben a boutonok harmas
tagolodasanak trendje ugyanugy kirajzolodott (59. abra). A majom szomatoszenzoros
kérgi adatokhoz hasonléan a boutonok felszin-térfogat mérete az ember temporalis

kérgében is erdsen korrelalt (Spearman R = 0,9).
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boutonokbol szarmaztak.

A majom ¢és emberi adatok elemzésével kapott eredmények 0sszehasonlithatosaga
érdekében a PCA-t ismételten elvégeztiik a majom szomatoszenzoros kérgi adatokon, de
ezuttal a mitokondrium felszinnel szamolt véltozok kihagyaséval. Az igy kapott 9
valtozoval az elsé két fokomponens a huméan adatokhoz hasonlé mértékben (61%)
magyarazta a varianciat. A valtozok kihagyasa megvaltoztatta a tobbi valtozo fontossagat
a boutonok megkiilonboztetésében, méghozza a human adatok esetében tapasztalthoz
nagyon hasonldan (60A é&bra). A boutonokkal kapcsolatos mértékek birtak a legerésebb
megkiilonboztetd képességgel, mig a mitokondrium/bouton térfogat a leggyengébbel (vo.
58B és 60A abra). Ismételten fontos eredmény volt, hogy csupan a 9 valtozot hasznalva
a kis és nagy boutonok csoportjainak elkiiloniilése ugyanugy megfigyelhetd volt, mint 12
valtozoval (60B ébra). Ez az eredmény erdteljes bizonyitéka a boutonok méretiik (felszin

¢s térfogat) alapjan torténd csoportositasanak.

=
[sv}

1 4
m©
[=T] . .
X RS
el 2o Rt
=05 Do S
Q + o
© o
o .
b=
4
0 0
R 6 -4 -2 2 4 6
VWY TP
TELE TS T1
Valtozdk

60. abra BDA-jeldlt boutonok PCA elemzésének eredménye a valtozok kisebb csoportjdn
(9 db), mely megfeleltetheté az emberbdl szdrmazé adatok elemzéséhez haszndlt
vdltozdknak. (A) vdltozok fontossdga, (B) boutonok csoportosuldsa. Négyszogek: kis-,
kérék: nagy boutonok. A jelélések megegyeznek 57. abrdéval.
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D. Az agykérgi haldzat aktivitasanak réteg-specifikus modulacidja: a nem-
szovet specifikus alkalikus foszfataz TNAP eloszlasa és szubcellularis
lokalizacidja

Eddigi eredményeink az agykérgi areak kozotti és arean beliili kommunikacio strukturalis
alapjainak szervezédésére vonatkoztak. Ebben a fejezetben az agykérgi jelatvitel,

beleértve a szinapszisok egy jol azonosithatd populaciojat, rétegspecifikus

szabalyozasaval kapcsolatos eredmények keriilnek bemutatasra.

|. A TNAP agykérgi lokalizacidja f6eml6sdkben
1. TNAP enzimhisztokémiai-aktivitds az agyban

A nem szovetspecifikus alkalikus foszfataz (TNAP) enzimhisztokémial
specificitasat eldszor a kémhatas valtoztatasaval ellendriztiik agykérgi mintakon (61.
abra). Az optimalis pH 9,5-s értéken (Bishayee és Bachhawat, 1972; Fedde és Whyte,
1990) korabbi munkék eredményeivel 6sszhangban erdteljesen jelolddtek az erek (Hoshi
és mtsi., 1997, Bannister és Romanul, 1963; Friede, 1966; Manocha, 1970; Bell és
Scarrow, 1984; Fonta és Imbert, 2002). Az érfestés mellett az idegszovetben a
neuropilben ugyancsak intenziv enzimhisztokémiai aktivitast (TNAP-aktivitas)
detektaltunk (61A abra). Semleges kozegben (pH 7,5) a neuropil nem jel6lddott, de az
endotélium még gyenge TNAP-aktivitast produkalt (61B,C abra). Savas kémhatason (pH
4,3) TNAP-aktivitast nem lattunk (61D abra). Hasonloképpen, az enzim gatlasa
(levamisole és EDTA; 61E abra), valamint a szubsztratum kihagyasa (61F abra) TNAP-
aktivitast gatolta.

FéemlOsokben, az agyban idegszovethez kothetdé TNAP-aktivitast csak az
agykéregben talaltunk; kéreg alatti struktarakban, mint pl. a talamusz, striatum, colliculus
superior és formatio hippocampalis, kizarolag az erek festddtek (62B,C abra). Kivételt a
retina jelentett, ahol idegszovethez kothetd, fajspecifikus aktivitasmintazatot mutattunk
ki (Kantor és mtsi., 2014).
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61. dabra A TNAP enzimhisztokémiai kimutatdsa nitrokék-tetrazolium-klorid (NBT) és 5-
bromid-4-klorid-3-indolil-foszfat, 4-toluidin sé (BCIP) (NBT-BCIP) jeldléssel a
latékéregben, selyemmajomban. (A) Alkalikus kérnyezetben (pH 9,5) TNAP aktivitds
mutathatd ki az érfalban és a neuropilben. (B-D) Semleges oldatban (pH 7,5; B panel,
keretezett rész C-n kinagyitva) és savas kézegben (pH 4,3; D panel) a neuropilben a TNAP
aktivitds teljesen megsziint, mig az érfalakban semleges pH-n még gyengén
kimutathato. (E) Az enzim gdtldsdval (EDTA 1 mM és levamisole 10 mM) és (F) a
szubsztratum (BCIP) kihagydsdat kévetéen TNAP aktivitds nem ldthaté. V1/V2:
elsédleges/mdsodlagos ldtokérgi drea, szaggatott vonal: V1/V2 hatdr. Méretardny: 1
mm (A,B,D) és 0,25 mm (C).

A TNAP-aktivitds az agykéregben a neuropilben jellegzetes rétegeloszlas
formajaban, areanként valtozé intenzitdssal jelent meg (62. dbra). Sejtek nem jelolddtek.
Négy régidban tapasztaltunk kiemelkedéen magas TNAP-aktvitast (62A abra): 1) az
occipitalis lebenyben a primer latokéreg teriiletén, 2) a temporalis lebenyben a lateralis
sulcus hatsé falaban ahol a hallokéreg talalhat6, 3) a parietalis lebenyben a lateralis sulcus
¢s a félteke medialis fala kozotti részen, ahol a szomatoszenzoros kéreg talalhato és 4) a

frontalis lebenyben eliilsé részén (62B,C abra). Ezen kiviil erds, dsszefliggd TNAP-

aktivitast azonositottunk az agykéreg felszinén (62. abra).
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62. dbra A TNAP-aktivitds eloszldsa az agykéregben, selyemmajomban. (A)
Paraszagittdlis metszetsorozaton TNAP-enzimhisztokémidval 3 erdsen jeldl6d6 kérgi
teriiletet lehet azonositani: latd, hallé és szomatoszenzoros. (B,C) Egyedi metszetek
kiilénb6z6 medio-laterdlis sikokbdl, amin jol Iathaté a TNAP erételjes aktivitdsa a primer
latékéregben (V1) az occipitdlis régioban, a szomatoszenzoros kéregben (Szom.) a
parietdlis lebenyben, valamint a sulcus lateralis (LaS) hdtulsé faldn a halldkéregben
(Audit.) a tempordlis lebenyben. Hasonléan markdns TNAP aktivitdst mutattunk ki a
frontdlis régio eliilsé részében. D: dorzdlis, A: anterior, M: medidlis irdnyok. Méretardny:
5mm.

A TNAP-aktivitas lokalizacidja céljabol a TNAP-jeloléssel szomszédos
metszeteken citokrom-oxidaz (CO) enzimhisztokémiai festést alkalmaztunk, ami széles
korben elterjedt modszer a szenzoros kérgi aredk és rétegek azonositasara. V1-ben
szelektiv TNAP-aktivitas jelent meg az ugyancsak erés CO-aktivitassal bir6 4A rétegben
(63A abra). Eltéréen azonban a 4C rétegben homogén CO-aktivitastol, a TNAP aktivitast
bilamindris mintdzat jellemezte, erdteljesen jelolte a 4Ca réteg tetejét és a 4CP aljat, de
alacsony aktivitast produkalt a ketté kozott (63 A abra). Ez a mintazat megfeleltethetd az
oldalso térdestestbdl eredd talamokortikalis afferentacié végzOdési mintdzatanak a 4C

rétegben (Livingstone és Hubel, 1982).
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63. abra A TNAP-pozitiv érz6kérgi teriiletek és rétegek azonositdsa citokrom-oxiddz (CO)
aktivitdasuk segitségével. (A) CO enzimhisztokémidval (bal oldali dbra) az elsédleges (V1)
és mdsodlagos (V2) latokéreg kézti hatdr a 4. réteg jel6lédése alapjan egyértelmiien
azonosithaté (szaggatott vonal). A szomszédos metszetpdron végzett TNAP
enzimhisztokémia (NAP, jobb oldali dbra) a CO-hoz hasonléan a 4. réteg, kiilénésen a 4C
alréteg erételjes jelolodését eredményezte. (B,C) A primer szomatoszenzoros (S1) és
hallokéregben (Audit.) a CO-aktivitds szintén a 4. rétegben a legerdsebb. A szomszédos
metszeteken ldthato, hogy a TNAP-aktivitds ugyancsak a 4. rétegre lokalizalodik (NAP).
A szaggatott vonalak a CO-aktivitds segitségével azonositott drea hatdrokat jelélik.
Meéretardany: 0,5 mm.

A parietalis lebeny eliilsé részében azonositott, medio-lateralis orientacioju,
erésen TNAP-aktiv sav (62A abra) ugyancsak erds CO-aktivitast produkalt a TNAP-
pozitiv réteggel atfedésben (63B abra). A lokalizacio és a CO-festddés alapjan a tertiletet
az Sl szomatoszenzoros kéregként tudtuk azonositani, valamint megallapithato6 volt, hogy
TNAP-aktivitas a 4. rétegben lathato (63B abra). A 4. rétegi lokalizaciot Nissl festéssel
1s megerdsitettilk (nem mutatjuk). Ettol a tertilettdl rostralisan a szemcsesejt réteg eltlint,
ugyanakkor megjelentek a motoros kéregre jellemzd, acetilkolin-észteraz (AchE) pozitiv
Betz-sejtek (nem mutatjuk, Carlson és mtsi., 1986).

Hasonloképpen, a lateralis sulcus hatso falaban az er6s TNAP-aktivitasu tertiletet
er6s CO-aktivitas is jeIIemezte (63C ébra). A CO-, valamint a nem prezentélt AchE-

crer

feleltetheté meg (Morel és mtsi., 1993; Jones és mtsi., 1995; Hackett és mtsi., 2001).
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2. Rétegeloszlds az emberi agykéregben

Az emberi agykéregben szintén erdteljes TNAP-aktivitast taldltunk az
idegszovetben és az endotéliumban (64. abra). Hasonléan a majom agykéreghez, a
TNAP-aktivitast jol azonosithatd rétegeloszlas jellemezte a neuropilben. Eltéréen a
majom agykéregtél a TNAP-aktiv réteg az area hatdrokon atnyulva, latszolag
megszakitas nélkiil huzodott végig a kdzéps6-mély kérgi rétegekben. Ez a jellegzetes
TNAP-aktivitas megjelent az occipitalis lebenyben az area 17 és 19-ben, a pre-motoros
kéregben (area 6), a dorzolateralis (area 9 és 46) és medialis (area 24 és 32) prefrontalis
kéregben, valamint az als6 temporalis kéregben. Ezen kiviil, ugyancsak a majomban
megfigyeltekkel egyezden, erés TNAP-aktivitast észleltiink az 1. réteg legkiilsd részében.
Emberben sem lattunk idegszovet-specifikus TNAP-aktivitast sejttesben és a
fehérallomanyban.

Tekintettel arra, hogy emberben, az agykéregben a TNAP-aktivitds folytonos
réteget képzett, meg kivantuk hatdrozni ennek pontos lokalizaciojat primer szenzoros, és
magasabb rendii asszociaciés mezOkben egyarant. V1-ben szomszédos metszeteken
végzett Nissl és mielin festéssel a TNAP aktivitast a 4C rétegben lokalizaltuk (65A,B
abra). Erdekes modon az enzim aktvitassal aranyos optikai denzitas (OD) a TNAP-pozitiv
réteg also része felé, feltételezhetéen a 4Cbéta alrétegben feler6sodott. Lejjebb a 4/5
rétegek hataran a TNAP-aktivitas ugrasszerlien visszaesett. A leirt mintazat minden
esetben kimutathatdé volt V1-ben. A latokéreghez hasonldé modon egy esetben az
els6dleges szomatoszenzoros kéregben is azonositottuk a TNAP-aktiv kérgi réteget (nem
mutatjuk). A postcentralis gyrusban, ara 3-ben szintén a 4. rétegben mértiik a leger6sebb
a TNAP-aktivitast.

152



dc_1938 21

BA46 | Temporalis kéreg =

64. dabra TNAP enzimhisztokémiai kimutatdsa emberi agykéregben, korondlis
metszeteken. A kiilébnb6z6 kérgi terliiletekrél szdrmazo mintdkban az erekben
tapasztalhatd aktivitds mellett a felszinnel pdrhuzamosan erés TNAP-pozitiv csik fut a
sziirkedllomany mélyén, ill. kbzépsd részén. BA: Brodmann drea. Nagyobb nagyitdson,
ill. ahol a felszin épen maradt, pl. tempordlis kéreg, megfigyelheté a kéregfelszin erds
TNAP-pozitivitdsa. Méretardny: 500 um.
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65. dbra TNAP-aktivitds
lokalizdciéja emberben a primer
latokéregben. (A) Fentrél lefelé:
citoarchitektura (Nissl festés),
TNAP  enzimhisztokémia  és
mieloarchitektura  kimutatdsa
szomszédos metszeteken.
Mindegyik  festés réteges
szerkezetet mutat. (B) Nissl
festéssel (fels6 kép) a sdrin
jelolédott szemcse sejtek
segitségével azonositott
negyedik  réteqg (szaggatott
vonalak kézétt). A panel bal
oldaldn a réteghatdrok jelélése
lathaté  (felszin  fent). A
C szomszédos metszeten (also kép)

Relativ OD . P
02 0\3‘1 ey L 4 TNAP-aktivitds — szintén a
2 - szaggatott vonalakkal hatdrolt
g k6z6psé rétegeket jelélte. Fehér
g;‘; 4.réteg nyilak (jobb alsé sarok): egy nagy
aq ér hosszanti metszetsikjai a
Tad szomszédos metszeteken. (C) A

TNAP-aktivitds
rétegeloszldsanak meghatdrozdsa optikai denzitds (OD) mérésével. A hdrom gérbe a
metszet 3 kiilbnbéz6 részérdl szarmazo siriiségértékeket mutatja a felszintél (0% kérgi
mélység, fiiggéleges tengely) a fehérdllomdnyig (100% kérgi mélység). Az optikai
denzitdst a legnagyobb érték ardanydban adtuk meg (relativ OD, vizszintes tengely). A
leger6sebb TNAP-aktivitdst 40%-60%-s kérgi mélységben detektdltuk. Ez a mélység
megfelelt a Nissl festést kévetéen ugyancsak optikai denzitdsméréssel azonositott 4.
rétegnek (sziirke sav). Méretardny: 2 mm (A), 200 um (B).

Az elsédleges kérgi aredkhoz hasonldan vizsgéaltuk a TNAP lokalizacigjat
asszocidcios kérgi mezdkben, igy a prefrontalis kérgi drea 46 és 9-ben, a premotoros area
6-ban, ill. a primer motoros mezdében, valamint a temporalis kéregben. Eredményeinket
a temporalis kéreggel szemléltetjiik (66. abra). Az asszociacios kérgi areakban a TNAP-

aktivitas lokalizacidja egymashoz hasonld volt, ugyanakkor eltért az els6dleges szenzoros

kéregben talalttol.
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66. abra A TNAP-aktivitds
Relativ OD  réteg-lokalizdcidja a
tempordlis kéregben,
emberben. A TNAP jel6lést
a k6zépsé dbrasor
mutatja, mellettiik a bal
dbrasoron a 4. réteg
azonositdsdara  alkalmas
festéssel jel6lt szomszédos
metszetpdrok  Idthatok:

246 -4
0w W W W mielin  kimutatdsa (A),
. e T Y Nissl festés (B) és SMI-32
’“ %, ° neurofilamentum
" ‘ai:;o immunjelélés (C). A piros
| Areteg % f: i nyilak  az illesztéshez
" o 2’ haszndlt struktdrdkat
. ,.'.:sgi: jelélik a metszetpdrokon. A
, o 4. rétegben a szomszédos
248200 02 o« o8 o8 1 rétegekhez képest tobb
: . R mielinizdlt rost taldlhatd
3 ‘.:é..};'g'\ (A), nagy a szemcsesejt
2 ,.{ 3 stiriség (B) és alacsony
'S | Aréte ‘f"{‘. " sl = intenzitdsu a  SMI-32
§ 3 LA jelslédés (C). A TNAP-
ﬁ:: ...{;:"'.‘ '_';;'\ pozitiv  réteg  minden
ol £ I esetben a 4. réteg

g

(szaggatott vonalak) alatt
jelent meg. A grafikonok a metszetpdrokon Idthato jel6lések intenzitdsdnak
rétegprofiliagt mutatjdk a 61C dbrdn leirtak szerint. A 246 sz. esetb6l szdrmazo két
kiilbnbéz6 szévetmintdn (246-1, 246-4) a TNAP-jeldlés optikai denzitdsértékeinek
rétegeloszldsa 3-3 metszeten mérve (fekete, sziirke és lires hdromszogek, ill. kérék) (A,B).
A szaggatott vonalak a metszetpdrokon azonositott 4. réteg mélységét jelélik. A
kiilénb6z6 mintdkon a csucsértékeket Nissl festéssel a kérgi mélység 48%-56%-a kozt,
mig TNAP-jel6léssel 52%-77%-a kézétt taldaltuk. A 248-2 esetben (C) az SMI-32 jelélés
intenzitdsanak csucsértékei kéziil az alsé, aminek mélysége megfelel az 5. rétegi
lokalizacidjanak (téglavirds markerek, 2 mérés értékei), atfedett a TNAP-pozitiv réteg-
lokalizacidjaval (kék markerek, 2 mérés értékei) a kérgi mélység 50-70% kozétt. Ebben
az esetben a 4. réteg a kéregvastagsdg 42%-49,5%-a kézé esett. Méretardny: 200 um.
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A 4. réteget azonositd mielin (66A abra) és Nissl (66B abra) festéseket alkalmazva
megallapitottuk, hogy a szomszédos metszeteken a TNAP ez alatt az 5. rétegben fejtett ki
jelentOs aktivitast. Ezt a megfigyelést az SMI-32 neurofilamentum immunhisztokémia
alatdmasztotta. Az SMI-32 az irodalombo6l ismert adatokkal egyezden nagy
koncentracioban volt jelen a 3. és 5. rétegi piramissejtekben, mig kozottik a 4. réteg
gyengén jelolodott (Del Rio és DeFelipe, 1994) (66C abra). A TNAP-pozitiv sav a
gyengén jel616do 4. réteg alatt htizodott ez esetben is. Tobb mintan, metszeten, ill. egy
metszeten tobb kiillonbozo helyen mérve OD elemzéssel kvantitativ bizonyitékat is adtuk
a TNAP 5. rétegi lokalizacigjanak (66A-C ébra). Az erés TNAP-aktivitast jelz6 OD
értékek minden esetben a szomszédos metszeteken azonositott 4. réteg alatt csucsosodtak.
A kettés OD csucsot produkald neurofilamentum jeldlés esetén a TNAP-aktivitas cstucs
értékei a mélyebb, 5. rétegi also csuccesal fedtek at (66C abra).

A TNAP-aktivitds OD méréssel azonositott rétegeloszlasat a kiilonbozo kérgi
aredkban a 67. dbra foglalja 0ssze. Az eldzékben leirtak szerint az elsddleges latokérgi
mez6t kivéve, ahol a TNAP-aktivitas a 4. rétegben a legerésebb (67A abra), a tobbi
areaban (67B-D abra) a TNAP-aktivitas a 4. réteg alatt az 5. rétegben volt a legerésebb.

Ugyancsak megfigyelhet6 a kéreg felszinén mért intenziv TNAP-pozitiv réteg.
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-0’8 0,60 040 020 00 020 040 0’6
Relativ tavolsag

67. abra A TNAP aktivitdsmintdzat
rétegeloszldsa kiilénbéz6 kérgi
dredkban, emberben. Optikai
denzitdsértékek (OD) a  primer
latékéregben (A), a prefrontdlis
kéregben (B) és két kiilbnb6zé esetben,
246 (C) és 248 (D) a tempordlis
kéregben. A relativ tdvolsdgot a 4.
réteg aljatol (Nissl  festéssel
azonositva), mint referencia ponttol
(az abszcissza nulla pontja) mértiik a
kérgi  vastagsdg ardnydban. A
felszinhez kbzelebbi rétegeket névekvd
negativ értékek jelélik, mig a nagy
pozitiv értékek a mély rétegeket jel6lik
(a tengelyek hossza minden esetben -
08 - 06 intervallum, 0,2-s
lépéskézzel). A fiiggbleges tengelyen a
lépéskéz 0,05 (A,B) és 0,1 (CD). Az
egyes vonal tipusok a metszet
kiilénbézé teriileteirdl (A), kiilbnb6zé
metszetekrél (B), ill. a tempordlis
kéregbdl szdrmazo kiilénbéz6
mintdkbdl (C; tébb metszet/blokk)
szdrmazo mérési adatokat jeléinek. (D)
Az SMI-32 (folytonos vonal) és a TNAP
(szaggatott vonal) jel6lésbél szarmazo

adatok egyiitt dbrdzolva. A hosszan szaggatott vonal egy metszetrél szarmazd két
mérést mutat, a réviden szaggatott vonal 3 szomszédos metszet adatait jeléli. A
gorbéket mozgddtlaggal simitva (ablakméret: 3 pont) illesztettiik az adatokra.
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3. Szubcellularis lokalizdcio

A TNAP-aktivitast szubcellularis szinten 6lom-citrat jeloléssel mutattuk ki, ami a
szemcsés csapadékképzOdés miatt viszonylag jo lokalizaciot tesz lehetévé. Kisérleteink
végzésekor megfeleld specificitassal rendelkezd, a pontosabb lokalizaciot lehetdvé tevo
antitest nem allt rendelkezésre. Hasonloan az NBT-BCIP festéshez (61. abra), az 6lom-
citrat jelolés is erds TNAP-aktivitast eredményezett az erek faldban, ill. ezen kiviil az
idegszovetben, mely mintazat a szubsztrat kihagyasaval, ill. az enzim gatlasaval teljesen

eltiint (68. abra).

A B i ViS¢ -szubsztrat D +gatlas

68. dbra TNAP  enzimhisztokémiai  kimutatdsa  dlom-citrdt  jeldléssel
elektronmikroszkdépos (EM) szinten a V1-ben selyemmajomban. (A) TNAP-pozitiv
kapilldris keresztmetszete a sziirkedllomdny mély rétegébdl. Mind az endotélium, mind
pedig az ablumindlis felszin erésen jel6l6détt. Erdemes megfigyelni a TNAP-aktivitds
hidanyadt a neuropilben. (B) A kapilldris hosszmetszetén megfigyelhetd jeldlés mellett erds
TNAP-aktivitds Idthatd a kérnyezd fehérdallomdnyban is. (C,D) Kontroll kisérletekben
TNAP-aktivitds nem figyelheté meg. Kapilldris kereszt (C, sziirkedllomdny), és
hosszmetszete (D, fehérdllomdny) a TNAP szubsztratignak (B-glycerofoszfdt)
kihagydsdval (C) és az enzim gdtldsdval (EDTA és levamisole) (D). Méretardny: 500 nm
(A,D), 16 um (B,C).

A fénymikroszkopos  megfigyelésekkel egybehangzéan a  TNAP-
enzimhisztokémia EM szinten is a kozépso, granularis rétegben eredményezett erds
jelolést (69. abra). V1-ben a 4C rétegben a TNAP-aktivitast jelzé 6lom szemcsék nagy
stiriségben akkumulalodtak az idegsejtnyulvanyok koril, azokat kdrberajzolva (69B
abra). A felsébb és alsobb rétegekben csupan gyenge enzimaktivitast detektaltunk (69A,C

abra). Az EM ¢és FM enzimhisztokémia tehat konzisztens jelolést eredményezett.
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69. dbra TNAP-aktivitds
ultrastrukturdlis  szinten
V1-ben. (A) Az elszortan
megjelen6  csapadékkal
jelzett gyenge aktivitds
(és/vagy aspecifikus
precipitdcio) a
szupragranuldris rétegben.
(B) A siri csapadék-
kivdalds a neuropilben erds
TNAP-ativitdst jelez az
extracelluldris térben a
szemcsesejt rétegben. A
szinaptikus kapcsolatokat
a kiemelkedéen magas
TNAP-aktivitds  kdnnyen
azonosithatova teszi. (C) A
szupragranuldris réteghez
hasonlé alacsony TNAP-
aktivitds, ill. hdttérjelélés
az infragranuldris
rétegben. Méretardny: 500
nm, mindegyik dbrdra
alkalmazva.

A neuropilben a TNAP-aktivitas a jelolt struktarak felszinén, a szik
extracellularis térben volt a leger6sebb (70. abra). Ez a lokalizaci6 megfelel az
ismereteinknek, miszerint a TNAP a sejtmembranhoz kotott ektoenzim (Low és Saltiel,
1988). A szinaptikus kapcsolatok kiilondsen erdsen jelolodtek, ami legjobban a
szinaptikus rés tangencionalis metszési sikjaban volt lathato (70A &abra). A PSD
vastagsaga alapjan elkiilonithetd 1. tipust, serkentd jellegli (70A,E,F 4bra) és 2. tipusu,
gatlo jellegli (70B-D ébra) szinapszisok egyarant jelolddtek. Megfigyeltiink a GABAerg
végzddésekre jellemzé TNAP-pozitiv, 2. tipust boutonok altal 1étesitett axoszomatikus
szinapszisokat is (70B,C abra). Tovabba, amennyire a morfologia alapjan megallapithato
volt, glialis jelolést nem lattunk.

Intracellularisan csapadék képzddést foleg a sejtmag heterokromatikus
allomanyaban lattunk (nem mutatjuk). Sejten beliil, ha volt, az extracellularisnal joval

gyengébb, kisebb szemcsés jelolés latszott (70. abra).
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70. abra TNAP-aktivitds szubcelluldris lokalizdciéja V1-ben a 4C rétegben. A neuropilben
a sejtnyulvdnyok kériil az extracelluldris jeldlés a szinapszisokban volt a legerésebb. (A)
Szinapszisok kereszt- (nyilhegyek) és tangenciondlis (nyil) metszete. (B-D) Szimmetrikus,
gdtlo jellegli axoszomatikus (B,C) és axodendritikus (D) szinapszisok (nyilak). A
fémcsapadék megfigyelheté mind a pre- és a posztszinaptikus strukturdk felszinén, de
legnagyobb slirliségben a szinaptikus résben. Képkivdgds: a (B) dbran mutatott
szinapszis nagyobb nagyitdssal. (E,F) Kerek vezikulumokat tartalmazo axonvégzdédések
serkentd jellegli, aszimmetrikus szinaptikus kapcsolatai. A reakcidtermék leger6sebben
ez esetben is a szinaptikus résben halmozddott fel.
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71. abra A TNAP-aktivitds lokalizdcidja a fehérdllomdnyban V1-ben selyemmajomban a
sziiletés utdan 3 héttel. (A) TNAP-aktivitds kizardlag a mielin mentes, csupasz axon
nyulvdnyok kériil Idthatd. A velbshiively TNAP-negativ. Az axonokra jellemzé gazdag
mikrotubulus tartalom megfigyelheté mind a velbshiivelyes, mind a csupasz
nyulvdnyokban. (B) Nagy nagyitdson Idthatd, hogy a TNAP-aktivitdst azonosito csapadék
csak az axon nyulvdny mielin mentes, csupasz felszinén jelenik meg. A mielinnel boritott
felszin nem jel6lédétt. Nyilak: a milein boritds szélei. Méretardny: 500 nm (A), 200 nm

(B).

Ugyancsak erds TNAP aktivitdst mutattunk ki a részlegesen mielinizalt
fehérallomanyban (71. abra). Fiatal allatban EM-al a fehérallomanyban TNAP aktivitast
kizardlag a mielinnel nem boritott, csupasz axon szegmensek extracellularis felszinén
lehetett kimutatni (71. abra). Részlegesen mielinizalt axonokon a TNAP aktivitas és a
mielin boritas egymastol elkiiloniilt (71B abra). Fontos észrevétel, hogy az axonok
felszinén a TNAP aktivitds és a mielin boritds komplementer elrendezddése a
mielinhiively kialakulasa utan is megmaradt, ugyanis er6s TNAP aktivitas csak a
Ranvier-befiiz6désben volt felnétt allatokban (72. éabra). Sorozatmetszeten jol
megfigyelhetd, hogy TNAP aktivitas csak a beflizédésben volt, a para- és internodalis
szakaszok TNAP-negativak voltak (72. abra).
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72. abra TNAP-aktivitds lokalizdcidja a Ranvier-befliz6désben sorozatmetszeten, V1-ben
a fehérdallomdnyban, felnétt selyemmajomban. A tangenciondlis metszési sikon a TNAP-
aktivitdst jelz6 csapadék csak a nyilakkal jel6lt Ranvier-befliz6désben ldthato a csupasz
axon szegmens mentén (E-G). A TNAP-aktivitds a befliz6dés kezdetén jelenik meg (C,D).
A fekete nyilhegyek és fehér nyilak kézétti paranoddlis régio, a jellegzetes
oligondendrocita citoplazma hurkokkal, valamint a befliz6dések kézétti internoddlis
velGshiivelyes szegmensek nem jelélédtek. Csillag: axon dudor. PNM2: sziiletés utdni 2.
honap. Méretardany: 500 nm, érvényes az 6sszes panelre.

[I. ATNAP szerepe az idegsejt aktivitas szabalyozasaban
1. A TNAP neurdlis aktivitdsfiiggé mikddése

A primer szenzoros aredk 4., talamorecipiens rétegének magas TNAP aktivitasa
felvetette a kérdést, hogy az atfed6 réteg-lokalizacioju citokrom-oxidaz (CO) enzimhez
hasonléan a TNAP enzimaktivitdsat is szabalyozza a talamo-kortikalis afferentacid
aktivitdsa. A kérdést tetrodotoxin (TTX) egyik szemet célzd, egyszeri intraokularis
injekcidjaval kivantuk megvalaszolni V1-ben, rézusz majomban. Ot nappal a TTX

injekciot kovetden az addig homogén (63A dbra) TNAP aktivitds foltossa valt a 4.
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rétegben (73A abra). A kiteritett 1atokéregbdl tangenciondlisan készitett szomszédos
metszeteken a TNAP és CO aktivitdas megegyez6 csikos mintazatot produkalt (73B,C
abra). A CO aktivitdsmintazat alapjan megallapitottuk, hogy a TNAP aktivitas az okularis

dominancia oszlopok elrendezddése szerint valtozott, azaz csokkent a deprivalt szem

crer

(Horton és Hocking, 1998).

Annak eldontésére, hogy a TNAP aktivitas csokkenését nem a TTX egyéb, nem
az idegi aktivitast blokkolé hatdsa okozta, mint pl. glikoproteinek anterograd
transzportjanak gatlasa (Riccio és Matthews, 1985), 2 hetes monokularis deprivaciot
alkalmaztunk opak lencsével ¢és a szemrés levarrasaval fiatal (67 napos)
selyemmajmokban (Fonta és mtsi., 2000). A szenzoros deprivacio a TNAP aktivitas TTX
kezeléshez hasonld kolumnaris mintazatat eredményezte a 4C rétegben V1-ben (73D
abra). A TNAP aktivitds csokkenése a 4Ca ¢és P alrétegekben identikus mintazatban
valtozott, ami ugyancsak a monokularis deprivacié hatdsat bizonyitotta. Mivel a CO
aktivitast ilyen rovid idejli szenzoros deprivacio nem befolyasolja (Fonta és mtsi., 1997),

a TNAP az afferens aktivitas érzékenyebb indikatoranak bizonyult.

73. dbra Az érzékszervi bemenet hatdsa a TNAP-aktivitdsra V1-ben. (A-C) Tetrodotoxin
intraokuldris injekciéjdaval elGidézett monokuldris deprivdcié hatdsa a TNAP- (NAP) és
citokrém-oxiddz (CO) aktivitdsra a 4C rétegben rézusz majomban. (A) Csékkent TNAP-
aktivitds az injektdlt szem okuldris dominancia oszlopaiban (piros nyilhegyek)
paraszagittdlis metszeten. (B) A egyoldali retindlis aktivitds blokkoldsdval gdtolt CO és
TNAP-aktivitdas  dltal  kirajzolodé  okuldris  dominancia  oszlopok  (folyt.)
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tangenciondlis metszeteken. A szomszédos metszetekrél készitett rajzokon lathato, hogy
a CO és TNAP (AP) jelblés mintdzata tékéletesen dtfedett. (C) A CO és TNAP-aktivitds
dtfedd mintdzata kinagyitott részleten. Fekete kétdk: azonos érek keresztmetszetei. (D)
Két hetes, opak lencsével és szemhéjlevarrdssal elbidézett monokuldris deprivdcio
hatdsa a TNAP-aktivitdsra selyemmajomban. Piros nyilhegyek: a deprivdlt szem okuldris
dominancia oszlopaiban lecsékkent TNAP-aktivitds V1 keresztmetszeti képein.
Meéretardny: 0,5 mm.

2. ATNAP szerepe a mielinizdcidban és a szinaptogenezisben

A TNAP Bevezetoben emlitett idegrendszeri fejlddésben jatszott szerepe és az
el6zO6kben ismertetett lokalizacidja az ingeriilet terjedés szempontjabol kritikus helyeken
felvetette a kérdést az enzim mielinizacidban és szinaptogenezisben jatszott szerepét
illetéen. A kérdésre a TNAP génre null-mutans (TNAP-KO) és vad (WT) egerek
Osszehasonlitasaval kivantunk valaszt adni. A TNAP-KO egerek csupan a sziiletést
kovetd 1-2 hétben életképesek, igy kutatdsunkat is erre az iddszakra kellett szlikiteni, a
prenatalis terminust nem vizsgaltuk. A TNAP mielinizacidban jatszott szerepét a
gerincveldben tanulmanyoztuk, ahol ez a folyamat mar sziiletés el6tt elkezdddik és joval
elérébb tart, mint az agykéregben, ahol a mielinizaci6 csak a sziiletés utan indul a
ragcsalokban (Coffey és McDermott, 1997; Foran és Peterson, 1992). Ezzel szemben az
agykéreg a szinaptogenezis tanulméanyozasara megfeleld struktura, hiszen ez a folyamat

az emldsokben, beleértve az egeret (Li és mtsi., 2010) a postnatalis életkorban zajlik.

a. A gerincveld 6sszehasonlitd morfoldgidja a génmaddositott allatokban

A TNAP-KO egerekben szembetlind makroanatdmiai elvaltozast a gerincveldben
nem lattunk (74A abra). A fehérallomény szdzalékos ardnyat 7 kiilonb6zdé postnatalis
napon (P1, P2, P4, P6, P7, P8 és P10) mértiik mielin festés segitségével, allatonként tobb
gerincveldi keresztmetszeten WT és TNAP-KO egerekben (2. tablazat, 74A d&bra).
Mindkét csoportban a gerincveld keresztmetszeti teriilete az életkorral aranyosan
novekedett (linedris regresszio, p << 0,01, WT: r = 0,86; KO: r = 0,83) (74B ébra). A
toretlen novekedés eredményeként a gerincveld keresztmetszeti teriilete P10-ben TNAP-
KO egerekben 1,6-szor, a WT csoportban 1,7-szer nagyobb volt, mint P1-ben (74B abra).
A génmoddositds ugyanakkor hatraltatta a gerincveld novekedését, amint azt a vad
kontrolhoz képest kisebb meredekségli egyenes mutatja TNAP-KO egerekben (74B
abra). A 74B abran az is latszik, hogy a novekedésbeli lassulds P4 utan valt igazan
nyilvanvalova. Ezzel 6sszhangban P6-P10 adatokat egyiitt véve TNAP-KO allatokban a

gerincveld keresztmetszeti teriilete szignifikdnsan kisebb volt, mint a vad csoportban (p
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= 0,014, Mann—Whitney U préba). Ezzel szemben P1-P4 korban a gerincveld
keresztmetszeti teriilete a TNAP-KO és a WT csoportban hasonlé volt (p = 0,85, Mann—
Whitney U proba).
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74. abra A fehérdllomdany méretének alakuldsa a sziiletést kéveté 10 napban vad (WT)
és TNAP génre null-mutdns (KO) egerekben. (A) A gerincvel6 nyaki szakaszdnak
keresztmetszete 8 és 10 nappal (P8 és P10) a sziiletés utdn a kétféle egérben. A felsé
képek mielin festéssel az alsé bal oldali krezil kék, mellette jobb oldalon pedig TNAP-
hisztokémidval késziiltek. Megfigyelheté a sziirkedllomdny erés TNAP-aktivitdsa. A
fehérdllomdanyban a TNAP-aktivitds rostos szerkezetben Idthatd. A ventrdlis irdny lefelé
mutat. Méretardny: 200 um. (B) A gerincvelé teljes keresztmetszeti teriiletének
vdltozdsa az életkorral milein festéssel kezelt metszeteken. A szimbdlumok egyedi
dllatokat jelélnek. Haromszdgek: WT, kérék: KO. A kis, kitéltétt korék és haromszégek az
alakjuknak megfelelé dllatcsoport dtlagait mutatjdk. Az illesztett egyenesek WT esetén
folytonos vonallal, KO esetén szaggatott vonallal jelélve. (C) A fehér- és sziirkedllomdny
novekedési liteme P1 és P10 kézétt. Az dbrdn a névekedési ratat a (P10-P1)/P1
teriiletardnnyal hatdroztuk meg. (D) A fehérdllomdny ardnydnak valtozdsa az életkorral.
A jelélés megegyezik a (B) abrdndl leirtakkal.

A fejlédés soran a fehér, és sziirke allomany kiilon mért keresztmetszeti teriilete
egyarant nétt (74C abra). A sziirke allomany hasonld novekedési aranyt produkalt a vad
(52%) ¢és a TNAP-KO (50%) allatokban. Ettdl eltéréen a fehérallomany nagyobb

aranyban novekedett a vad (117%), mint a génmoddositott (83%) allatokban és a

novekedés iiteme erdsen korrelalt a teljes gerincveldi keresztmetszet teriiletének
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¢letkorral ardanyos novekedésével (vad: r = 0,98, KO: r = 0,86). A fehérallomany
keresztmetszeti teriilete egyenes aranyban valtozott az életkorral mindkét csoportban
(linearis regresszio, p < 0,01, vad: r = 0,8; KO: r = 0,7) (74D abra). Ugyanakkor a
fehérallomany novekedése lassabb volt a TNAP-KO, mint a vad allatokban, ami az
egyenesek eltérd meredekségén latszott (KO: 0,7, vad: 1,4). A ndvekedési iitemben
megfigyelt kiilonbség kiillondsen P4/P6 életkortol valt szembetiindvé.

A gerincvel6i fehérallomany finomszerkezete feliiletes ranézésre normalisnak
tint kivéve, hogy az axonok keresztmetszeti képe meglehet6sen szabalytalan volt a
TNAP-KO allatokban a kontroll vad tipussal dsszehasonlitva (75A-D 4bra). Osszesen
100877 véletlenszeriien kivalasztott axont szdmoltunk meg, 41641-et a KO-ban és 59236-
ot a WT-ben. Az alaposabb vizsgalathoz az axonokat mielinizaltsaguknak megfelel6en 3
tipusba soroltuk: I tipusu rostokat citoplazmat tartalmazé oligodendrocita nyulvanyok
boritottak, II tipusu rostok esetén az oligodendrocita nytlvanyokat mar egy kompakt,
lamellas mielinhiively is boritotta, a III tipust rostokat pedig az érett veldshiivelyre
jellemzd kompakt, lamellds mileinhiively burkolta (75A-E éabra). Elektronmikroszkopos
mérésekkel kimutattuk, hogy a veléshiivelyes axonok (II és III tipusok, 75E abra) szama
KO allatokban lényegesen kisebb volt P2-ben ¢és csak fokozatosan érte el a WT
csoportban mért szintet P8 életkorra (75F abra, 15. tablazat). A kiilonb6z6 mielinizaltsaga
axonok (75E abra) szama és aranya eltéréen valtozott a két csoportban (75F abra). P2
¢letkorban a II és 111 tipusokat is magaba foglal6 veldshiivelyes axonok (nem szamitva az
| tipusba tartozé rostokat) aranya vad tipusban (20%) a KO (10%) duplaja volt. A WT
csoportban a veldshiivelyes axonok (II és III tipusok egyiitt) tobb, mint 92%-a a |l tipusba
tartozott, mig KO allatokban nem taldltunk érett veldshiivelyes axonokat (75F abra). P8
¢letkorban a veldshiivelyes axonok aranya hasonld volt a WT (80%) és KO (77%)
csoportokban. Ezzel szemben a 111 tipusba tartozo rostok aranya a vad kontrollban (27%)
duplaja volt a KO (14%) allatokban mérthez képest, ami megkésett mielinizaciora utalt a
génmodositott allatokban (75F abra).

A mielinizaciot a g-arannyal jellemeztiik, ami maga az axon (A jelzéssel a 73E
abran) és a teljes veldshiivellyel boritott axon keresztmetszeti teriileteinek hanyadosa az
értekek négyzetgyokével szamolva. A g-aranyt 1 és II tipusba sorolt rostoknal az
oligodendroglia nytlvanyokkal (O jelzéssel a 75E abran), mig a II és III tipusba sorolt
rostoknal az érett veldshiivellyel (M jelzéssel a 75E abran) boritott axonokra szdmoltuk.
Sziiletés utan 7 nappal (P7) a g-ardny mindhdrom axon tipusban jelentdsen eltért a WT

és TNAP-KO egerek kozott. Az 1 tipusba tartozo axonok esetén az arany génmodositott
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egerekben 0,7-re nétt a vadban szamolt 0,67-r6l (p = 0,002, egytényezés ANOVA).
Hasonl6 valtozast tapasztaltunk a II tipusba tartozo axonoknal, ahol a g-ardny a WT
csoport 0,71-es értékérdl nott a TNAP-KO csoport 0,73-as értékére (p = 0,02,
egytényezos ANOVA). Ezzel ellenkez0 iranyu valtozast mutattunk ki a III tipusba tartozé
axonoknal, ahol a g-arany a WT-ban mért 0,78-r61 csokkent a TNAP-KO-ban mért 0,76-
ra (p << 0.01, egytényezés ANOVA). Az I tipusba tartoz6 axonok esetén a két csoport
kozotti eltérés a TNAP-KO-ban vékonyabb oligodendrocita nytalvanyoknak volt
koszonhetd (KO: 0,534+0,37 um2, WT: 0,84+0,9 um2; p << 0.001, t-proba). A III tipusban
viszont az axon keresztmetszete volt kisebb KO-ban, mint WT-ben (KO: 1,68+0,85 um?,
WT: 1,96+0,96 pm?; p = 0,048, t-proba), a mielin hiively keresztmetszeti teriilete nem
kiilonbozott a két csoport kozott. A 11 tipusu rostok esetén az axon keresztmetszeti teriilete
valamivel nagyobb volt TNAP-KO-ban, mint WT-ben, de a kiilonbség statisztikailag nem
volt szignifikans.

A méretbeli eltérések mellett TNAP-KO allatokban gyakran talaltunk sejtes
degradaciora utalo jeleket (lizoszomak, endoszomak, multivezikularis test) a Ranvier-
befliz6dések para- ¢és juxtanodalis régidjaban az oligodendrocita nyulvanyok
citoplazmajaban (nem mutatjuk).

Osszefoglalva, a TNAP gén inaktivacidja a gerincveldben P4 utan jelentésen
csOkkentette a fehérallomany mennyiségét a veldshiivelyes rostok részaranyanak

csokkenésével, a mielin hiively elvékonyodasdval, az axon méret csokkenésével,

ey

15. tablazat. Az axonok szama a 3 elektronmikroszkopidval azonositott tipusban
gerincvelGi keresztemtszeken (1 dllat/életkor). WT: vad tipus, KO: TNAP gén
(Akp27") inaktivdcid

WT KO
Axon tipus | Il I Ossz. | Il 111 Ossz.
P2 1341 305 26 1672 493 54 0 547
P7 40912 5209 1057 47178 25353 3737 1656 30746
P8 2085 6069 2232 10386 2355 6854 1139 10348
Ossz. 44338 11583 3315 59236 28201 10645 2795 41641
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75. dbra VelGshiivelyes rostok a
gerincvel6ben, vad (WT) és
TNAP-KO (KO) dllatokban
sziiletés utdn 2 (P2) és 8 (P8)
nappal. Fény-  (A,B) és
elektronmikroszképos  (C,D,E)
képek a funiculus ventralisbdl, 8
napos egerekbél. Félvékony (A,B)
és ultravékony (C,D) metszetek
ugyanazon mdlgyantdba
dgyazott mintabdl WTP8 (A,C) és
KOP8 (B,D) dllatokbdl. (A,B)
Toluidin-kék azur Il festéssel a
mielinhiively erésen jel6l6dé,
kérszerli alakzatok formdjaban
azonosithato. (C,D) A vad

tipushoz hasonlitva
génmodositott  dllatokban a
veldshiivelyes rostok

szabdlytalan alakuak. Az eltéré
mielinizaltsdgu axonokat |, Il és

1.0 P2 Il jeléléssel 3 tipusba soroltuk.
08 @ (E) A (C)-n mutatott teriilet
§ 0.6 =l nagyobb nagyitdsban. M: milein,
< 04 O: oligodendrocita nyulvdnyok,

A: axon. (F) A TNAP gén
0'2 Va Va 7 ra
0 -  — inaktivdldsanak hatdsa a
WT KO WT KO velBshiivelyes rostok tipusainak
(I és Ill osztdlyok) részardnydra 2
és 8 napos korban. Méretardny: 10 um (A,B) és 500 nm (C,D,E).

b. Az agykéreg 6sszehasonlitd morfoldgidja a génmaoddositast kovetden

A parietalis kéreg rétegszerkezete egyetlen vizsgalt korcsportban (P2, P7, P8) sem
tlint lényegesen eltérének a TNAP-KO ¢és a WT csoportokat dsszehasonlitva (76A,B
abra). Ezzel szemben ultrastrukturalis elvaltozasok a veldshiively és a szinapszisok
kialakulasanak zavarat jelezték TNAP-KO allatokban. A tovabbiakban a szinaptikus

elvaltozasokra fokuszalunk.
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76. dabra Az agykéreg rétegzettsége.
(A) vad tipusu (WT) és (B)
génmdadositott  (TNAP-KO) egerek
toluidin-kék azur Il festéssel késziilt
félvékony metszetein 2 napos (P2)
korban. Meéretarany: (B) 250 um,
érvényes (A)-ra.

P2 allatokban sem a WT, sem pedig a TNAP-KO csoportban nem talaltunk
szinaptikus membran specializacioval rendelkez6 kontaktusokat. Ezzel szemben P7 és P8
allatokban szamos szinaptikus kapcsolatot azonositottunk mindkét kisérleti csoportban
(77A,B abra). A szinapszisok ultrastruktirajaban ugyanakkor 1ényeges kiilonbségeket
azonositottunk: a WT-hoz képest a TNAP-KO allatok agykérgében a pre- ¢és
posztszinaptikus membranspecializacio és a szinaptikus vezikulumok megléte, stirisége
¢és eloszlasa az esetek nagy hanyadaban kialakulatlan volt (77A,B é&bra). Tizennyolc
szinapszis (11 TNAP-KO és 7 WT) P7 allatokban készitett sorozatmetszete azt is
Kimutatta, hogy a membranspecializacié a TNAP-KO allatokban joval kisebb (atlagban
2,5 metszet kiterjedésii), mint a WT egerekben (atlagosan 5,7 metszet kiterjedésii) (77C-
F é4bra).

77. abra (kévetkezd oldal) Az agykéreg szinaptikus szervezédése vad (A,C,E) és TNAP-KO
(B,D,F) egerekben P7-ben. (A,B) Nyilakkal jel6lt szinapszisok az érett szinapszisokra
jellemz8 strukturdkkal. Képkivagds: éretlen szinaptikus strukturdk kifejlett membrdn
specializdcioval és szinaptikus réssel (nyilak), de a szinaptikus vezikulumok hidnydval KO
egerekben. (C,D) Erett és éretlen szinapszisok kézétti ultrastrukturdlis kiilénbségek
szemléltetése 3D rekonstrukciokon. Vildgos drnyalat: posztszinaptikus dendrit, s6tétebb
drnyalat: preszinaptikus axonvégzddés, sotét koérék: szinaptikus vezikulumok. A
szinaptikus membrdn specializdciot fekete szin jeléli. KO dllatokban kisméretli membradn
specializacio és ritkdn eldforduld szinaptikus vezikulumok taldlhatdk. (E,F) A 3D
rekonstrukciohoz haszndlt sorozatok 1-1 metszete, amin a szinapszis strukturdlis
specializdacidja a legkifejezettebb volt. A nyilak a grafikus rekonstrukciok és a metszetek
egymdsnak megfelelb részeit kétik dssze. Nyilhegy: szinaptikus membrdn specializdcio,
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a: axonvégzddeés, d: posztszinaptikus dendrit. Méretardny: (A,B) 1 um, (képkivdgds, E,F)
500 nm.

A fenti megfigyelések alapjan a szinapszisokat fejlett és éretlen kategoriakra
osztottuk (77C-F abra), hogy az aranyukat a két allatcsoportban 6sszehasonlithassuk. Az
Osszehasonlitds a fejlett szinapszisok ardnyanak csokkenését eredményezte TNAP-KO
egerekben (78. abra, 16. tablazat). A kiilonb6z6 koru allatok adatait egylitt véve
kétszempontos ismétléses ANOV A meger0sitette, hogy a génmodositas 1ényeges hatassal
birt az érett és éretlen szinapszisok szdmanak alakuldsara (p = 0,03). A post hoc
Osszehasonlitds alatamasztotta az ANOVA eredményét, bizonyitva a fejletlen
szinapszisok nagyobb szamat a fejlettekéhez képest TNAP-KO egerekben (p = 0,03, t-
préba) (16. tablazat). A WT egerekben a fejlett és fejletlen szinapszisok szama kozott
nem volt Iényeges kiilonbség. Ugyanakkor a 78. abran lathato, hogy P8-ban a fejletlen
szinapszisok szama kiugroan alacsony volt, ami az adatok nagy szorasat eredményezte a

WT csoportban (16. tablazat).
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16. tablazat. Az érett és fejletlen szinapszisok szama 7 és 8 napos (P7 és P8) vad (WT) és
génkilitott (KO) dllatok agykérgében. sd: szords

Eset Erett  Fejletlen Ossz.  Eset Erett Fejletlen Ossz.
P7WT339 191 190 381 P7KO337 125 169 294
P7WT341 168 132 300 P7KO340 103 131 234
PBWT 176 89 265 P8KO 110 166 276
Atlag 178,3 137,0 315,3 Atlag 1126 155,3 268,0

+sz0ras +11,7  +50,7 +59,5 #szoras 112 #2171 +30,8

78. dbra Az érett szinapszisok ardnya P7 (2-

2 dllat, kér) és P8 (1-1 dllat, négyszég)

65% napokon vad tipusu (WT) és TNAP-gén
inaktivdldst (KO) kévetéen egerekben.

70%

60%
55%
50%
45%
40% [ ]
35%

30% WT KO

3. A TNAP szerepe a mdsodlagos jeldatvitelben, idegsejtekben
a. A TNAP pozicidja a szignaltranszdukcios haldzatban

A TNAP neurotranszmisszidban jatszott szerepének megértéséhez megvizsgaltuk
a molekularis interakcidit a hippokampalis piramissejt Ma’ayan és mtsi. (2005) altal leirt
masodlagos jalatviteli halézataban. Bar a szubcellularis lokalizacid sziikiti a TNAP
lehetséges molekularis interakcidinak szdmat az idegsejtekben, tanulmanyunkban abbol
az alapvetésbdl indultunk ki, hogy a TNAP intracellularis lokalizacidja pontosan még
nem ismert. Adatbazisok segitségével a halozatot sejt tipustol fliggetleniil kiegészitettiik
a TNAP ismert, idegsejtekben is megtalalhaté molekularis interakcidival (17. tablazat).
Szamos kozvetett kolcsonhatast kihagytunk az elemzésbdl, kivéve kettdt: a mitogén-
aktivalt protein kindzzal (MAPK) és az M1R muszkarinos acetilkolin receptorral. A
MAPK a TNAP-ot a csont morfogenetikus fehérjén (BMP) és a SMAD-on keresztiil
szabalyozza, ahogy azt oszteoblasztokban kimutattak (Osyczka és Leboy, 2005). Sajnos
az elemzésekbe bevont SMAD-okkal ellentétben a BMP-t nem lehetett integralni a
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piramissejt molekularis jelatviteli haldézatba, mivel a felhasznalt adatbazisokban nem
talaltunk erre adatokat. A MAPK azonban kitlintetett fontossaggal bir a neuronalis
funkciok szabalyozasaban. Emiatt és figyelembe véve a MAPK és a TNAP kozotti szoros
kapcsolatot (Osyczka ¢és Leboy, 2005), e kolcsonhatds hozzaadasaval jovobeli
vizsgélatokat inspirald eredményekre szdmithattunk. Az M1R-kolcsonhatast illetéen a
rendelkezésre 4llo irodalmi adatok arra utalnak, hogy a TNAP a hiperfoszforilalt tau
defoszforilalasaval szabalyozza e receptor miikodését (Diaz-Hernandez és mts., 2015;
Kellett és Hooper, 2015). Ugyanakkor ismert az ektofoszforilacios helyek fontossaga a
receptorok és ioncsatornak miikodésének szabalyozasaban (Redegeld és mtsi., 1999), és
érdekes kérdés volt ennek fontossagat feltarni a jelatviteli héalézatban. E kérdés
vizsgalatara a TNAP - MIR interakciojat hasznaltuk fel példaként, miutan a MIR
rendelkezik extracellularis foszforilacios hellyel és a TNAP kozvetve, a tau-n keresztiil
is kapcsolatban all vele. Igy a halozat korlatozott modositasaval (egy ¢l hozzaadasaval)

kivantuk jobban megérteni egy lehetséges interakcio jelentdségét.

17. tablazat. A TNAP-al reagald molekuldk, valamint osszekottetéseik, melyeket a
Ma’ayan és mtsi. (2005) altal piramissejtben leirt masodlagos jelatviteli halézatba
illesztettlink. ID: UniProt katalégusszam.

Forras ID Cél ID PubMed ID
TNAP P05186 EGFR P00533 10585492
TNAP P05186 GABAAR P14867 1335848

TNAP P05186 MI1R P11229 20634292
TNAP P05186 D1R P21728 21803776
TNAP P05186 AMPAR P42262 18665261
TNAP P05186 TAU P10636 20634292
TNAP P05186 NIK Q99558 15208311, 21173796
TNAP P05186 pP2X7 Q99572 21289095
TNAP P05186 PLP NA 7550313

TNAP P05186 ADENOSIN NA 22761898
TNAP P05186 AMP NA 22761898
TNAP P05186 ADP NA 19008000
TNAP P05186 ATP NA 19008000
SLC30A7 QBNEWO TNAP P05186 15525635
MAPK P28482 TNAP P05186 15905316

p2Xx7 Q99572 TNAP P05186 21289095
FIVEHT2BR P41595 TNAP P05186 20573958

A TNAP lehetséges partnereiként azonositott iij molekulék és ezzel egyiitt az élek
hozzaaddsa nem valtoztatta meg szamottevéen a hippokampdlis piramissejt jelatvivo

halézat atmérdjét és atlagos tUthosszat (18. tablazat). Az atlagos fokszam és a
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csticskoztiség index sem valtozott lényegesen a haldzat frissitését kovetden. Az
¢lkoztiség viszont valamelyest csokkent az Uj komponensek hozzaadasaval, ami
marginalis helyzetli interakciok megjelenésére utal a halozat bovitésével. Hasonloan, a
klaszterezési egylitthato (Id. tranzitivitds a 18. tdblazatban) is csokkent kismértékben a
haldzat kiegészitése utan. A tranzitivitas és az élkoztiség értékek, ill. kisebb mértékben
az ¢élstirtiség csokkenése kevésbé ,,.behuzalozott” molekulak jelenlétére utal a kibdvitett
halozatban. A fokszam és koztiség centralitasok eloszlasa hasonlo volt a kiinduld és a

kiegészitett hal6zatokban (utobbit a 79A-C abra mutatja).

18. tdblazat. Az eredeti és a frissitett hdldzatok dltaldnos tulajdonsdgainak
osszehasonlitdsa.

Eredeti TNAP-al*

Csucsok szama 551 563
Elek szama 1806 1839
Stiriiség 0,006 0,0058
Atméré 20 20
Atlagos uthossz 5,9 6,1
Tranzitivitas (lokalis, atlag)** 0,147 0,143
Tranzitivitas (globalis)** 0,0576 0,0567
Be-fok (atlag) 2,30 2,32
Ki-fok (atlag) 2,30 2,32
Csucskoztiség (atlag) 1773,6  1780,01
Elkoztiség (atlag) 602,06 485,14

*: Az Osszes uj molekulaval és kapcsolataival egyiitt.
**: A halozat szimmetrikussa tételevel kapott iranyitatlan halozatban.

79. dabra (kévetkez6 oldal) A TNAP poziciéja a mdsodlagos jeldtviteli hdlozatban. (A)
Fokszém centralitds eloszldsok. Be: bemend élek szama, Ki: kimené élek szdama.
Osszehasonlitdsként a TNAP be- és kimend fokszémait a folytonos és szaggatott
egyenesek mutatjdk. (B) A csucskéztiség (NB) értékek eloszldsa. Az egyenes a felsé
kvartilist (fQ) mutatja. (C) Az élkéztiség (EB) értékek eloszldsa a hdlézatban. Az
egyenesek a felsé (fQ), és alsé (aQ) kvartiliseket mutatjdk. Az aQ rdfekszik az
abszcisszdra. (D) A TNAP interakcidit reprezentdld élek konvergenciafoka (CD) és dtfedés
indexe (O4). A TNAP interakcidinak irdnydt a molekuldk elé (kimenet), ill. utdn (bemenet)
irt ’>" mutatja.
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A centralitast tekintve a TNAP a vizsgalt mértékekben eltért a halozat atlagos
vagy median értékeitél (19. tablazat). A TNAP fokszama, ami egy lokalis centralitas
mérték, mindkét iranyban, de kiilondsen a kimenetek szamaban meghaladta a halozat
megfeleld atlag értékeit. Ezzel egyiitt a TNAP fokszamai elmaradtak a halozatban
talalhato legnagyobb értékektdl (79A ébra, 19. tdblazat). Hasonlo eredményt kaptunk a
globalis haldzati mutatok, mint pl. a koztiség centralitasok esetén (79B,C abra). Mind a
csucsokra, mind pedig az élekre szdmolt koztiség centralitas nagyobb volt TNAP esetén,
mint a halozati atlag, ill. medidn (19. tdblazat). Azonban a fokszdmhoz hasonl6an a TNAP
mindkét koztiség értéke alatta maradt a halézatban kapott maximalis értékeknek:
csucskoztiségben a TNAP-¢ volt a 12. legnagyobb, mig a legnagyobb €lkoztiség értéke a
2. volt ahaldzatban (19. és 20. tablazat). A TNAP altal 1étesitett 6sszekottetések legkisebb
¢lkoztiség értéke is tobbszorose volt a halozatban kapott legkisebb értéknek (19. tablazat).
A TNAP csucskoztisége, és €élkoztiség értékek tekintetében az éleinek durvan a fele a
teljes halozat megfelel értékeinek felsé kvartilisébe esett (azaz nagyobb volt, mint NB
= 1063,93 és EB = 469,2) (79B,C abra, 19. tablazat). Csupan két interakciojat
reprezentalo él EB értéke volt kisebb 76,45-nél, az alsé kvartilis csucsértekénél. A
legnagyobb centralitds értékekkel a masodlagos jelatvitelben meghatdrozd szerepli

molekulak és interakcidik, pl. Ca?*, G-fehérjék, cAMP és kinazok rendelkeztek (20.
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tablazat). A szinaptikus transzmisszioban szerepet jatszo molekulak koziil csak az

NMDA volt centralis pozicidban (20. tablazat).

19. tablazat. A TNAP és a teljes hdlozat centralitds értékeinek 6sszehasonlito tabldzata.
Teljes halozat TNAP

atlag 2,32
Be-fok median 1 4
maximum 30
atlag 2,32
Ki-fok median 1 13
maximum 46
atlag 1780,08
Csucskoztiség median 277,89 14055,6
maximum 49230,22
atlag 485,14 1537,63
Fikoztiség me_dizin 222,88 402
maximum 12744,65 12078,69
minimum 0,5 30,88
atlag 0,054
Klaszterezési egyiitthat6  median 0 0,013
maximum 0,5

Az ,Eredmények” A.lIl.1.d. fejezetben bemutattuk, hogy az agykéreggel
Osszehasonlitva molekularis hal6zatokban a konvergenciafok (CD) kisebb jelent6séggel
bir. Ugyanakkor a 11A 4brdn, kiilondsen a random halézatot mutatdé B panellel
Osszehasonlitva jol latszik, hogy a kontroll funkciokat megjelenit6 bal felsé kvadransban
néhany molekula a tobbségtdl elkiiloniilve kiemelkedd értékeket mutat, ami arra utal,
hogy e tulajdonsagot illetden a CD hasznos mérték lehet a molekularis haloézatok
elemzésében. A konvergenciafokot tekintve a TNAP élei szintén magas értékeket
produkaltak, a 17 6sszekottetésébdl 10-nek |1| koriil volt az értéke (79D abra). Fontos
eredmény volt, hogy a TNAP kimend éleinek tobbsége pozitiv CD értékkel rendelkezett
(azaz konvergens tulajdonsagu volt), mig a bemenetei esetén egy kivétellel a CD negativ
(azaz divergens) volt (79D abra). A TNAP tehat a halozati aktivitas koordinacidjaban
lényeges kontrollald szerepet jatsz6 komponens (v6. ,,Eredmények” A.ll.1.c).
Osszességében a TNAP nagy centralitas értékei, f6leg a cstics- és élkoztiségek révén mas,
a felsd kvartilisbe esé indexszel rendelkezd molekuldkkal egyiitt, az idegsejt funkciok

szabalyozasaban kulcsszerepldnek bizonyult a vizsgalt haldzatban.
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20. tablazat. A hdlozat legnagyobb centralitds értékili elemei csékkend sorrendben
listdzva.

Cstcskoztiség Elkoztiség Be-fok Ki-fok
CALCIUM CAMP>PKA GBETAGAMMA PKA
PKC MAPK->TNAP GALPHAI PKC
GBETAGAMMA CALCIUM-CALMODULIN NMDAR CALMODULIN
MAPK CALCIUM-PKC GALPHAO CAMKII
NMDAR RAF1>MEK1 DYNAMIN CALCIUM
CASPASE3
CAMP
PIP2
MEK1
PKA
CALMODULIN

b. TNAP-fliggd szignaltranszdukcios palyak

Elészor a TNAP halozatelméleti értelemben vett szomszédjaival 1étesitett
interakciok sulyat vizsgaltuk meg. A haldézatban a TNAP szamos magas ¢élkoztiség
értékkel rendelkezd interakcioban szerepel, ami ezek kulcsfontossagu szerepét bizonyitja
a neuronalis jelatvitel molekularis kaszkadjaiban (21. tablazat, 79C abra). A MAPK —
TNAP kolcsonhatas EB értéke a masodik legnagyobb a hal6zatban. A MAPK-val
1étesitett kdlcsonhatdsa mellett megemlitendé a TNAP epidermalis novekedési faktorral
(EGFR) létesitett magas centralitast (21. tablazat) interakcioja (Kim és mtsi., 1999),
amelyek a TNAP alapvetd sejtfunkciokban jatszott szerepét hangsulyozzak (Wong és
Guillaud 2004). A t6bbi, magas EB értékii (a haldzat felsd kvartilisébe esd) interakcidban
a TNAP mint ’kiindulé’, rahaté molekula szerepel (21. tablazat). Ezek koziil kiemelendd,
hogy sok a purinerg jelatvitelhez kapcsolodik (ATP, ADP, adenozin és P2X7). A TNAP
a B6 vitamin aktiv formdjaval, a piridoxal-foszfattal (PLP) kialakitott magas EB értékii
kolcsonhatasa a TNAP neurotranszmitter szintézisben jatszott szerepének fontossagara
utal (Coburn, 2015). A TNAP Alzheimer koérban jatszott szerepét illetéen (Diaz-
Hernandez és mtsi., 2015; Kellett és Hooper, 2015) fontosak lehetnek a M1R és a tau
fehérjékkel kialakitott kolcsonhatasai: bar az M1R-el magasabb EB értékii volt az
interakcioja, mint a tau-val, ezek egyike sem volt jelent6s értékti az altalunk vizsgalt
halozatban (21. tablazat). Ugyanakkor a tau — MIR interakcio EB értéke (3259,08) a

haldzatban a fels6 kvartilisbe esett.
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21. tablazat. A TNAP éleinek kéztiség centralitdsa csékkend sorrendben. Az also és felsé
kvartilisekbe esé értékek délt-félkéveér betlitipussal kiemelve. EB: élkéztiség.

Elek EB
MAPK->TNAP 12078,68
TNAP->PLP 4013,00
TNAP>ATP 3238,31
TNAP->P2X7 1267,88
TNAP->ADENOSINE 1201,00
TNAP->ADP 803,00
TNAP>EGFR 770,06
FIVEHT2BR>TNAP 465,41
TNAP>AMP 402,00
TNAP->NIK 377,38
SLC30A7>TNAP 351,19
TNAP->DIR 349,04
TNAP>AMPAR 347,56
P2X7->TNAP 194,52
TNAP>MI1R 182,17
TNAP->GABAAR 67,52
TNAP->TAU 30,88

A TNAP interakcioit jellemz6 éltulajdonsdgokat az EB-hez hasonloan globalis
mértéknek szamitd konvergenciafok elemzésével folytattuk, ami segit megérteni az élek
informacio elosztd (konvergens, azaz célzott, avagy divergens, azaz teritd) szerepét a
halozatban (bévebben 1d. ,,Eredmények” A.ll.1.) (79D abra). Erdekes, hogy a TNAP
egyetlen konvergens bemenetét a MAPK-t6l kapta, ami az egyik legnagyobb EB értéki
¢l a halozatban. A MAPK igy a TNAP-on keresztiil a jelatviteli halozat jelentds részének
aktivitasat integralva célzottan képes szabalyozni a haldzat egy koriilirhatd, um. TNAP-
fliggd - bar nem kicsi, amint a CD = 0,5 alapjan megitélhet6 - részét. Ez a kapcsolat a
viszonylag nagy atfedés indexével is kitlint (0,25 szemben a 0,05 atlaggal és a 0,009
medidnnal a TNAP interakcioi kozott) (79D éabra), ami visszacsatolasként szabalyozhatja
a bemeneti és cél halmazok molekularis interakcioit. A TNAP tobbi, erésen konvergens
kapcsolataban a TNAP a ,,forras” molekula (79D abra). Ilyenek a purinerg rendszerrel
1étesitett kapcsolatok (az AMP, ADP, adenozin ¢és ATP molekuldkon keresztiil) és a
TNAP — PLP interakci6, melyek magas EB-vel parosulva a halézat kiterjedt
aktivitasanak egyrészt a purinerg rendszer, masrészt a B6-enzimeken keresztiil a
neurotranszmitter szintézis (Coburn, 2015) szabalyozasa felé tereléseként értelmezhet6 a
TNAP-on keresztiil. Bar a TNAP — GABAA receptor interakcio is er6sen konvergens,

ennek a kapcsolatnak az EB értéke kicsi volt.
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A TNAP erbsen divergens interakcioiban a TNAP a szabalyozott ,,cél” molekula
(79D abra). Kozilik kettd, a P2X7 (purinerg), ill. a FIVEHT2BR (szerotonerg), a
szinaptikus jelatvitelben jatszik szerepet. Ugyanez valészintisitheté a harmadik, cink
jatszott szerepén keresztiil (Toth, 2011; McAllister és Dyck, 2017). A 3 interakcio
halézati divergencidja a purinerg, szerotonerg ¢és cink transzmisszid hatdsanak TNAP-on
keresztiili koOzvetitését jelzi a masodlagos jelatvitel rendszerébe. Kisebb volt a
divergenciaja a TNAP tovabbi 2, ugyancsak a szinaptikus jelatvitelben szerepld
interakcidjanak az AMPAR, M1R molekulakkal, valamint a tau proteinnel is (79D ébra).
Eltéréen azonban az erésen divergens interakcioitdol a TNAP az utobbiakban, mint
,forras” szerepelt.

Kiemelhetd még, hogy a TNAP interakcioi koziil a TNAP — P2X7 atfedés indexe
volt a legnagyobb (0,28, 79D abra). Ez az interakcio a teljes halozatban talalt két reciprok
Osszekottetés egyike volt (a masik a CAMPGEFII és RIM kozotti). A TNAP — P2X7
interakciot nagy EB és konvergens éltulajdonsag, mig a reciprok parjat kis EB és atfedés,
de erds divergencia jellemezte (22. tablazat, 79D abra). A teljesség kedvéért
megemlithetd, hogy az M 1R bemeneteit ado TNAP és a nagy EB-vel rendelkez6 tau feldli
¢l ellentétes konvergencia/divergencia (TNAP-al kiss¢ divergens, mig tau-val kdzepesen
konvergens (CD ~ 0,5)) és atfedés (TNAP-al kicsi, tau-val viszonylag nagy (0,29))
tulajdonsagokkal rendelkezett (79D é4bra).

c. ATNAP szerepe funkciondlis csoportok interakcidjaban

200 80. dbra Klaszterméret (a molekuldk
e CW szdma csoportonként) eloszldsok 3

@ 150 MCL kiilénb6z6 klaszterezé eljdrast
g \ CNM kévetéen. CW: Community Walktrap,
E” 100 \ MCL: Markov kaszterezés, CNM:
EU 50 “\\ Clauset—-Newman—Moore
x \_ klaszterezés.  Abszcissza:  klaszter

0 i e —— azonosité szama.

1 4 7 10 13 16 19 22

A TNAP funkcionalis csoportok kozti, ill. csoportjan beliili kdzvetitd szerepét
Klaszterelemzéssel vizsgaltuk. Harom klaszterezé modszer eredményeit dsszehasonlitva
kivantuk a halézat csoportszerkezetét megérteni. A 3 modszer koziil a Community

Walktrap (CW) 23, a Markov klaszterezés (MCL) 19, mig a Clauset—-Newman—Moore
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(CNM) 13 klaszterbe sorolta a molekulakat. A klaszterek méretét mindharom esetben
gyorsan lecseng6 eloszlas jellemezte, de a CNM produkélta a leghomogénebb eloszléast
(80. abra). Mig a CNM csak 1 db 10-nél kisebb csoportot talalt, addig a masik két
modszerrel a csoportok tobb, mint fele volt kisebb 10-nél (MCL: 11 db, CW: 13 db
klaszter) és ezek koziil tobb 4-nél is kevesebb molekulat tartalmazott (22. tablazat). A
CNM-hez képest tehat a MCL és CW toredezettebb csoportszerkezetet azonositott a
szignaltranszdukcios halozatban.

A klaszterek funkcigjat részben a DAVID annotdcidos program segitségével
azonositottuk (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery, v6.7,
http://david.abcc.ncifcrf. gov/; Huang da és mtsi., 2009a,b) (22. tablazat). Parhuzamosan
az intracellularis molekularis kaszkadok szerinti azonositasban specifikusabb Reactome
Pathway Database (http://www.reactome.org/; Croft és mtsi.,, 2014) adatbazist is
hasznaltuk e célbdl. A kétféle adatbazis hasznalata egymassal 6sszhangban volt, tehat a
klaszterek funkcionalis tulajdonsagait adatbazistol fliggetleniil meg lehetett hatarozni. A
klaszterek nagy része atfedd sejtfunkcidkkal rendelkezett. Hét fobb funkcionalis
csoportot azonositottunk: 1. masodlagos jelatviteli kaszkad, 2. szinaptikus transzmisszio,
3. intracellularis proteinkinaz kaszkad, 4. sejt proliferacid/tulélés, 5. transzkripcid és
transzlacid szabalyozasa, 6. apoptozis és 7. citoszkeleton/transzport/extracellularis matrix
(22. tablazat). A kiilonbozoé klaszterez6 eljarasok eredményét egyiitt vizsgalva azt lattuk,
hogy a 4.-et kivéve mindegyik funkcionalis csoportban volt egy nagy, tobb, mint 50
molekulabol allo klaszter, amit tobb kisebb kisért (22. tablazat). Csak 2 funkcionalis
csoport, a ,,szinaptikus transzmisszio” €s az ,,intracellularis proteinkinaz kaszkad”, allt
kizarolag nagy, 50-nél tobb molekulat tartalmazo klaszterekbél (22. tablazat).
Megjegyzendd, hogy a TNAP mindharom klaszterez6 moddszerrel a ,,masodlagos
jelatviteli kaszkad” funkcionalis csoportba keriilt, amiben G-protein- és cAMP-fliggd

neuronalis jelatviteli palyak is talalhatok (22. tablazat).
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22. tablazat. A kiilonb6z6 klaszterezd eljardsokkal azonositott csoportok funkciondlis
annotdcidja. A klaszterek méretiik (csoporttagok szama) szerint csékkend sorrendben
szdmozva. Klaszterméret: kévér: > 100, kévér: > 50, kévér: > 10, normdl: > 4, délt: < 4.
CW: Community Walktrap, MCL: Markov klaszterezés, CNM: Clauset-Newman-Moore
klaszterezés.

Funkcié Ccw* MCL CNM

1. Miasodlagos jelatviteli kaszkad 3,7 3 3,10
2. Szinaptikus jelatvitel 2 1 AN
3. Intrac’ellularls protein kinaz 14,5 5.4 2.4

kaszkad

. e f e AT 8,11, 12, 7,9,13, 14,

4. Sejt proliferacié/novekedé/tulélés 17,18 15 17 12,13
5. Tran’szkrlpclo és transzlacio 10, 13, 14, 8, 11, 18 8

szabalyozas 22
6. Apoptézis 6.9, zlf 19 516 19 5
7. Citoszkeleton/transzport/ 16, 23 6,10, 12 6, 11

extracellularis matrix
*a 3 tagot szamldlo 20-s klaszterhez funkciot nem rendeltiink.

A TNAP-interakciok partner molekuldi megtaldlhatok voltak mind a sajat
csoportjaban (CW 3. klaszter: 8 interakcio, MCL3: 7, CNM3: 8), mind pedig mas
csoportokban (CW: 4 csoport, MCL: 6 és CNM: 4). A TNAP klaszteren beliili és azok
kozotti oszekottetéseit a legkevésbé fragmentalt csoportstruktirat eredményez6 CNM
klaszterezés példajan a 81. abra mutatja. Mindegyik modszer egy klaszterbe sorolta a
TNAP ¢és a vele kapcsolodo ADENOSINE, ADP, AMP, DIR, FIVEHT2BR, MIR ¢és
PLP interakcioit. A TNAP klaszterek kozotti 6sszekottetéseinek tobbsége a ,,Szinaptikus
transzmisszio” és az ,.intracellularis proteinkinaz kaszkad” csoportokkal Iétesiilt (22.
tablazat). A MAPK-t, amivel a TNAP nagy centralitas értékii Osszekottetésben all,
mindharom modszer az ,,intracellularis proteinkinaz kaszkad” csoportba sorolta (CW4,
MCL4 és CNM2 klaszterek) (22. tablazat). A tau-t a CW és CNM az ,,intracellularis
proteinkinaz  kaszkad”  csoportba sorolta, az MCL szerint pedig a
»transzkripcid/transzlacid szabalyozasért” felelds molekuldkkal keriilt egy funkciondlis
csoportba. Egyik modszerrel sem talaltunk direkt Osszekottetést a TNAP ¢és az
»apoptozis”, valamint a ,citoszkeleton/transzport/extracellularis matrix” csoportok
kozott (22. tablazat).
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81. dbra A piramissejt mdsodlagos jeldtvivé hdlézat molekuldinak CNM klaszterezéssel
feltart csoportosuldsa. A szinek a molekuldk csoportazonossdgdt, a 13 klasztert pedig
G1-G13 jeléli. A TNAP a G3 csoportba tartozik és irdnyitott interakcidit piros nyilak
mutatjadk.

Fontos megemliteni, hogy a TNAP a neurotranszmissziot az eddig targyaltaktol
eltéréen is képes modulalni. Sok ioncsatorna és neurotranszmitter receptor rendelkezik
extracellularis foszforilaciora/defoszforilaciora alkalmas helyekkel, melyek az ektoenzim
TNAP tamadaspontjai lehetnek (a téma egyik Osszefoglald kozleménye: Redegeld és
mtsi., 1999). A szobanforgd molekulak listajat a 23. tablazat mutatja, amit az UniProt
(http://www.uniprot.org/) és a PhosphoSite (http://www.phosphosite.org) adatbazisok

segitségével allitottunk dssze.
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23. tablazat. A neurotranszmissziot szabdlyozo, extracelluldris foszforildcios helyekkel
rendelkezé fehérjék. ID: UniProt kataldgusszdm, loncsat.: ioncsatorndk.

Receptorok ID | loncsat. ID Jolytatas

P2X1 P51575 | AMPAR P42261 Receptorok ID
P2X4 Q99571 |GIRK P48549 SRPR P08240
P2X6 015547 |IP3R Q14643 SSTR1 P30872
P2Y1 P47900 | KAR P39086 SSTR2 P30874
AlR P30542 |KIR21 P48049 SYNDECAN P18827
A2AR P29274 | KIR23 P48050 TRKA P04629
ALPHA1AR P35348 | KIR41 P78508 TRKB Q16620
ALPHA2AR P08913 |KV11 Q09470

ALPHA7NACHR P36544 |KV12 P16389

BETA2AR PO7550 |KV14 P22459

BR1R P46663 | KV41l QINSA2

CB1R P21554 | KV42 Q9NZV8

CB2R P34972 |LTYPECA Q13936

DI1R P21728 |NTYPECA Q00975

D2R P14416 |PQCaCh 000555

D3R P35462 |RTYPECA Q15878

DOPR P41143 |RYR P21817

EGFR P00533 | SEC61P P61620

EPHB2 P52799 | VDAC2 P45880

ERBB P04626

FAS P25445

FIVEHT1AR P08908

FIVEHT2AR P28223

FIVEHT4R Q13639

GABAAR P14867

GABABR Q9UBSS

IGF1R P08069

IR P06213

KOPR P41145

LRP Q9BQ69

MI1R P11229

M2R P08172

M4R P08173

MGLUR5 Q13255

MGLUR7 Q14831

MOPR P35372

NMDAR Q12879

NOPR P41146

PAFR P25105

PAR2 P55085

PDGFR P09619

RET P09455
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AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A. A funkcionalis integracio és az aktivitas koordinacidjanak
halézatszerkezeti alapjai az agykéregben

|. Helyettesitéses plaszticitas a vizuo-taktilis kéregben

A dorzélis latopalya, ezaltal a parietalis lebenyi asszociacids strukturak, kiilonosen a
multimodalis intraparietalis régié (VIP, LIP) kitiintetett szerepet jatszik a tapintas tjan
szerzett informacié V1-be jutasaban. Ebben a folyamatban halozat szintjén meghatarozé
a dorzalis latopalya nagy élstirlisége, ami a vizuo-taktilis kéreg legnagyobb klikkjeinek
kialakuldsat eredményezte azokkal az extrastriatalis areakkal (V3, MT), amelyek a
szomatoszenzoros informaci6 elsddleges vizudlis kéregbe jutasdban megkeriilhetetlennek
tinnek. A parietalis multimodalis kérgi areak koordinativ funkciojat a kiilonb6z6
szenzoros modalitasok interakcidjaban magas fokszdmuk ¢s a haldzat funkcionalis
alegységeit reprezentald klasztereket 6sszekotd hid szerepiik biztositja. A V1-be vetiild
tapintasi informaciot kozvetit6 legrovidebb utak élsulyait (EB, feszitéfa) valamint a be-
¢s kimeneti aredk halmazainak szenzoros modalitasat figyelembe véve az area 1-bol
eredd, VIP-en, majd V3 és MT-n atkapcsolva a V1-ben végzddd palya tiint a
helyettesitéses plaszticitasban a legfontosabbnak. Eredményeink alapjan arra
kovetkeztethetlink, hogy a helyettesitéses plaszticitdsban a kérgi hierarchia
szupramodalis cstcs teriiletei, pl. area 46 nem vesznek részt, ezért a funkcidért alapvetden

alacsonyabb szintli multimodalis asszociacios areak feleldsek.

Il. A haldzati jelfolyam koordinaciodja: a konvergenciafok

Az agykérgi jelfolyam halozati szintli szabalyozasat jol jellemzi az altalunk bevezetett
¢ltulajdonsag, a konvergenciafok, CD. A nagyléptékii kérgi halozatban a konvergencia és
divergencia reciprok éltulajdonsag és az altaluk azonositott két alhalozat, mint egymas
tilkorképei, megfeleltethetd a felszalld palydk, ill. visszacsatoldsok rendszerének.
Figyelemre mélt6 az is, hogy az areak CD értékek alapjan azonositott topoldgiai
hierarchidgja megfeleltethetd az agykérgi haldézat anatomiai és funkcionalis
hierarchiajanak. A cstucsok dsszevont CD értékei (CDn) alapjan az areak forras és elosztod
tulajdonsagok szerint jellemezhetdk. Az elosztd funkcid mentén az aredk jobban

elkiiloniilnek, mint a forras tulajdonsag alapjan, ami az elosztd funkcié halozati mikodés
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koordinacidjaban jatszott meghatarozo szerepére utal az agykéregben. A CD egyedi
haldzati tulajdonsag, amivel a kérgi hdlozat jol megkiilonboztetheté mas természetes és

mesterséges haldzatoktol.

l1l. A kognitiv kontroll halozatszerkezeti jellemzdi

A csucsokra Osszevont CD értéke megadja az adott kérgi area informacio eloszto, ill.
forras jellegét a stirtin 6sszek6tott haldzatokban. Ennek segitségével azonositottuk a PFC-
aredk kozotti munkamegosztas hierarchikus felépitését, amiben a dorzolateralis area 46
és FEF eloszto funkcioval birnak, szemben az inkabb forrasként azonosithatod
ventrolateralis és ventromedialis régidkkal. Az eliilsd cingularis kéregre a kétféle, elosztod
és forras funkcio egyarant jellemz6. Kimutattuk azt is, hogy a PFC eloszto funkciojat nem
annyira hid szerepén keresztiil, mint inkdbb a magasrendi kérgi aredkkal szoros
egylittmiikodésben, egy klaszterbe tomoriilve latja el és e klaszterben az area 46 és a FEF
is centralis pozicioban vannak. A PFC-aredk altal 1étesitett 6sszekottetések kis atfedés
indexei arra utalnak, hogy az agykérgi haldzatban a kognitiv kontroll nem poliszinaptikus

korok reverberal6 aktivitasanak az eredménye.

B. Koztes szint( haldzati motivumok a szomatoszenzoros kéregben
|. Az drean bellli és aredk kozotti interakciok funkcionalis anatomidja

A disztélis ujjbegy reprezentaciokban kolumndris méreti kérgi teriiletek altal 1étesitett
oldaliranyt 6sszekdttetések topografiai jellemzdit tanulmanyozva megallapitottuk, hogy
a tapintasban meghatdroz6 szerepl elsddleges szomatoszenzoros area 3b ¢és a taktilis
informaci6 feldolgozasanak kovetkezd szintjét képviseld szomszédos area 1 homotdp
disztalis ujjbegy reprezentacioi erdteljes reciprok kapcsolatot 1étesitenek. Ugyanakkor
aredkon belill a szomszédos disztalis ujjbegy reprezentaciok kozott lehet jelentds, szintén
reciprok Osszekottetéseket azonositani. Nagyfelbontasi fMRI és egysejt aktivitas
mérésekkel bizonyitottuk a struktira és funkci6 szoros kapcsolatat a halozat-szervezddeés
koztes szintjén, kimutatva, hogy nyugalmi allapotban a disztalis ujjbegy reprezentacioban
mért neuralis aktivitas korrelacidinak mintdzata megfelelt a populacio szinten azonositott
Osszekottetések arean beliili (szomszédos ujjak reprezentacidi kozotti) €s areak kozotti

(azonos ujjbegy reprezentaciok kozotti) mintdzatanak.
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Il. Osszekottetési mintdzatok idegsejt populaciok szintjén

Pélyajelolés és 10S egyilittes alkalmazéasaval kimutattuk, hogy a legnagyobb stirliségii
afferens teriilet a beinjektalt disztalis ujjbegy reprezentacidra lokalizalt és egybeesik a
pRF-el. Az axonfolt csoportok altal reprezentalt efferens teriiletek kiterjedése az area 3b
intrinzik Osszekottetéseit kivéve szintén megegyezett a pRF méretével, mig area 3b-ben
az intrinzik AFCS-k mérete kisebb, mint a pRF. Az area 3b és 1 hierarchikus viszonyat
Osszekottetéseik lateralis  kiterjedésének  Osszehasonlitasaval —tamasztottuk —ala.
Kimutattuk, hogy a felszalld6 palyat erdteljes topografiai szelektivitds, mig a
visszacsatolast és az intrinzik Osszekottetéseket kiterjedtebb lateralis eloszlas jellemzi.
Figyelembe véve a nagyitasi faktor kiilonbségeit az intrinzik dsszekottetések area 1-ben
nagyobb bdrfeliiletet reprezentalnak, mint area 3b-ben. Tovabbi kiilonbség a két area
Osszekottetéseiben a kapcsolatok erdsebb klaszterezettsége area 3b-ben. A vizsgalt
palyakat (intrinzik, FF, FB) anizotrop eloszlés €s, a pontszertien lokalizalt felszallo palyat
kivéve, az ujjbegyeket keresztezd, azaz a szomszédos ujjbegyeket Osszekapcsold
orientacio jellemzi. A koztes szintli halozati motivum szerkezetét a 82. abra foglalja

0ssze.

C. Az élek szerkezete és szerepe az agykérgi kommunikacidban
I. Axonmorfoldgia

Az axonok fénymikroszképos képe alapjan két tipust kiilonboztettink meg a
szlirkedllomanyban: egy kanyargods lefutasi, boutonokat képezd csoportot és egy
boutonokat nem képezd, vastag, viszonylag egyenes lefutas csoportot. Utdbbi tipust
feltehetéen mielinizalt axonok alkottdk, amit alatdmasztott, hogy EM-al BDA-jeldlt,
mielines axonok tangencionalis metszeteit azonositottuk a sziirkeallomanyban. A kétféle
axon eloszlasa markansan eltért, mig a vastag, boutonokat nem képezd rostok dontéen a
két area azonos disztalis ujjbegy reprezentacioi kozott 1étesitettek reciprok kapcsolatokat,
addig a vékony, boutonokkal tarkitott axonok arean beliil, és azok kozott egyarant siiri
halozatot alkottak. Az aredk gyors kommunikaciojat biztosito palyak tehat a latokéreghez
hasonloan a szomatoszenzoros kéregben iS azonosithatok ¢és erds topografikus

szelektivitassal jellemezhetok.

[I. Preszinaptikus boutonok osztalyozasa

Kimutattuk, hogy a PFC-ben a magasabb rendii MD talamokortikalis végzddései

nagyméretliek, sok mitokondriumot tartalmaznak és komplex, tobbszords kontaktust
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létesitenek, hasonléan az elsdrendli magok szenzoros kérgi talamokortikalis
axonvégzodéseihez. BDA-jelolt kortiko-kortikalis axonvégzodések 3D
elektronmikroszkopos strukturajat egy és tobbvaltozos statisztikai modszerekkel
vizsgalva megallapitottuk, hogy mokusmajmok szomatoszenzoros kérgében a boutonok
két osztalyba sorolhatok. Az ultrastrukturalis tulajdonsagok koziil a szinaptikus boutonok
és a mitokondriumok felszine, térfogata valamint a PSD 0Osszetettsége (lebenyes,
tobbszoros) voltak a legfontosabb megkiilonboztetd tulajdonsagok. A bouton-osztalyok
elkiilonitésének hatékony modszere méretiik alapjan, az erésen korrelalo felszin-térfogat
relacidban torténd abrazolasukkal lehetséges. Emberi agykéregbdl nyert adatok elemzése
a boutonok méret szerinti osztalyozhatosagat aldtdmasztotta. Az altalunk vizsgalt
szomatoszenzoros kérgi palyak mindegyikében (intrinzik, FF és FB) azonositottunk kis
¢és nagyméretli boutonokat. A nagyméretii kortiko-kortikalis boutonok ultrastruktiraja
sok hasonlosagot mutat a talamokortikalis axonvégzddésekével, ami felveti funkcionalis

hasonlosagukat.

D. A szinaptikus jelatvitel réteg-specifikus, populacio szint( szabalyozasa a
nem-szovetspecifkus alkalikus foszfatazon (TNAP) keresztil

|. A TNAP regionalis, és szubcellularis lokalizacidja

Kimutattuk, hogy a retindt nem szamitva féemldsok kozponti idegrendszerében, az
idegszovetben erés TNAP aktivitas csak az agykéreg meghatarozott rétegeire
lokalizalodik. Majmokkal Gsszehasonlitva emberben a primer szenzoros kéregben a
talamorecipiens 4. rétegen és az agykéreg felszini rétegén kiviil az asszociacios kérgi
teriileteken az 5. réteg mutat erdteljes TNAP enzimhisztokémiai aktivitdst. A TNAP
szubcellularis  lokalizaciojaval  felfedtiik, hogy er6sen expresszalodik az

ingeriiletatvitelben kritikus fontossagu szinaptikus résben €s Ranvier-befiizddésben.

[I. ATNAP szerepe az idegsejt aktivitds szabalyozasaban

A TNAP ingeriiletatvitelben jatszott szerepét tdmasztja ald, hogy féloldali szenzoros
deprivacioval specifikusan az érintett okularis dominancia oszlopokban blokkoltuk az
enzimaktivitast a primer latokéregben. Tovabba, a TNAP gén inaktivacidja gatolja a
mielinizaciot és a szinaptogenezist. Halozatelemzéssel kimutattuk, hogy a TNAP fontos
szerepl6 a masodlagos- és a szinaptikus jelatvitelért felelés molekularis interakcidkban.
A konvergenciafok €s mas globalis centralitds mértékek (NB, EB) alapjan a TNAP képes

halozati szinten koordinalni a jelatvitelért felelés molekularis interakciokat. Ezzel
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Osszhangban a TNAP szamos sajat klaszterén kiviili interakciot létesit. Kozvetlen
interakcioit és szubcellularis lokalizaciojat tekintve a TNAP fontos tényez6 a purinerg
jelatvitelben, a neurotranszmitter szintézisben, a tau fehérje és a szinaptikus résben

talalhat6 receptorok foszforilacidjaban.

Squerel Monkey

82. dbra Kolumndris hdldzati motivum a szomszédos 3b és 1 dredk Gsszekottetéseinek
példdjdn mokusmajomban. Balra a postcentralis szomatoszenzoros kérgi drea helyzete
és kiterjedése mokusmajom agykérgi felszinére vetitve a bal féltekén. Piros kér jel6li a
jobboldalon kinagyitott kéz reprezentdcio teriiletét. Rostrdlis irdny balra, dorzdlis felfelé.
Sur és mtsi. (1982) k6zleményébdl. Jobbra: A kéz reprezentdcidja 3b és 1 dredkban. Az
drea 3b Rostrdlis (A) és kauddlis (P) hatdrait szaggatott vonal jel6li. D1-4: disztdlis
ujibegy reprezentdciok, kiilbnbézé szinekkel jelélve. A tenyér (palm) reprezentdcidja
sziirke. Az arc (face) és kéz reprezentdcio hatdrdt dupla vonal jeléli. A piros nyilak a D2
ujjbegy-reprezentdciok dredn beliili és azok kézétti Osszekéttetéseinek oldaliranyu
kiterjedését mutatjdk. Area 3b-vel 6sszehasonlitva megfigyelhetd drea 1 intrinzik és
inter-dredlis (FB) dsszekéttetéseinek nagyobb kiterjedése a reprezentdcios térképen. M:
medidlis, L: laterdlis irdnyok. LS: sulcus lateralis, CS: sulcus centralis, FL: alkar.
Meéretardany: 1 mm. Qi és mtsi. (2011) alapjdn mddositva.

187



dc_1938 21

DISZKUSSZIO

A. A funkcionalis integracié és az aktivitas koordinaciojanak
haldzatszerkezeti alapjai az agykéregben

|. Mddszertani megfontolasok

A keresztmoddlis  plaszticitas vizsgalatira alkalmazott halozatelemzés
legkérdésesebb eleme a neuralis dsszekottetések ismerete. Ez kiilondsen érvényes a 14to-
¢s szomatoszenzoros kérgi areak kozotti heteromodalis kapcsolatokra. Figyelembe véve,
hogy alacsony-koztes hierarchia-szintli szomatoszenzoros kérgi arcak (3a, 1 és 2)
kozvetlen kapcsolatot 1étesitenek a magasabb rendii VIP-el (Lewis és Van Essen, 2000),
elképzelhetd, hogy hasonld6 még nem ismert heteromodalis Osszekdttetések az itt
megismerteken tal tovabbi alternativ palyakat biztositanak a taktilis informacié V1-be
jutasaban.

Ugyanakkor érdemes megemliteni, hogy vizsgalatainkat elvégeztiik olyan
halézatokon, amiben szorvanyosan leirt Osszekottetéseket is figyelembe vettiink a
temporalis (Suzuki és Amaral, 1994; Luppino és mtsi., 2001) és parietalis (Rizzolatti és
Luppino, 2001) kérgi strukturak és a premotoros kéreg kozott. Ezekbdl az elemzésekbdl
szdrmazo6 eredményeinket nem tettilk kozzé. A halozatot igy kiegészitve sem valtozott
Iényegesen a klaszterszerkezet és a V1 gyokerii feszitofa struktirdja, ami megerdsitette a
bemutatott eredményeink megbizhatdsagat.

Eredményeink megbizhatosaganak legfontosabb megerdsitését azonban a
kisérletes adatokkal valo megegyezés adja. Igy az, hogy tapintas soran az MT, V3 és az
intraparietalis kéreg fokozott, feladatfiiggd aktivitasa mérheté (Burton és mitsi., 2002,
2004; Hagen és mtsi., 2002; Lacey és Sathian, 2014, 2015). Eredményeink tehat értékes
informacioval szolgalhatnak a V1-ben feldolgozasra keriild taktilis informacio jellegét
illetéen vak, de 1atd6 emberekben is (Bavelier és Neville, 2002; Theoret és mtsi., 2004).

A PFC egyes dredinak kognitiv kontrollban jatszott pontos szerepét feltard
topologiai jellemzOk azonositdsdban szintén a felhasznalt kisérletes adatok hidnyossaga
jelenti a legfébb akadalyt. Ugyanakkor a CD tanulményozasaval kiilonboz6é agykérgi
halézatok esetében konzisztens eredményeket kaptunk. Osszességében eredményeink
igen jol OsszeegyeztethetOk az agykérgi aredk hierarchikus jelfeldolgozasban jatszott
szerepének ismereteivel (Felleman és Van Essen, 1991; Barone és mtsi., 2000; Ercsey-
Ravasz és mtsi., 2013; Markov és mtsi., 2014Db). Ezzel egyiitt sem zarhat6 ki, hogy ujabb

Osszekottetések bevondsa a CDn tulajdonsagok valtozasat eredményezi. Azonban,
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tekintettel a CD globalis tulajdonsagara és hogy a CDn az aredk folytonosan valtozo
tulajdonsaga, feltehetd, hogy Gijabb 6sszekottetések az érintett areak esetében kis valtozast
okoznanak koordinativ funkciéjuk meghatarozasakor.

Végiil pedig amellett sem mehetiink el sz6 nélkiil, hogy a rézusz majombol
szarmazo6 eredmények csak kelld ovatossaggal értelmezheték emberen, hiszen a két faj
agykérgi felépitése, igy az egyes régiok homologidja és funkcionalis egyezése nem ismert
pontosan (Passingham, 2009). Osszességében azonban kijelenthetd, hogy eredményeink
jO egyezése a kisérletes adatokkal bizonyitja a halozatelemzés fontossagat €és a rézusz
majom, mint modell alkalmassigat az agykéreg miikodésének megértésében, igy a

helyettesitéses plaszticitasban és a kognitiv kontrollban.

Il. A szenzoros helyettesitésért felel6s palyak a vizuo-taktilis kéregben

A vizuo-taktilis halozat klaszterszerkezetében a dorzalis latérendszer szoros
kapcsolatban van a szenzomotoros kéreggel, ami alatamasztja azt az elképzelést, hogy
korai vakokban a dorzalis latopalya meghataroz6 szerepet jatszik a kereszt-modalis
plaszticitasban (Maurer és mitsi., 2005). Ennek tovabbi megerdsitését adja, hogy a
dorzalis latopalya struktirai dominaltdk a vizuo-taktilis halozat legnagyobb klikkjeit is.
Tovabba, a vizuo-taktilis halozatban a dorzalis latorendszeri parietalis aredk kozos
klasztert képeztek az alacsonyabb szintii occipitalis latokérgi areakkal. Ujabb kutatasi
eredmények alapjan bebizonyosodott, hogy a latokéreg egy teljesen feltérképezett,
iranyitott és sulyozott anatomiai halozataban a parietalis €és occipitalis régiok kozott
kiilonosen erds Osszekottetés van, ami része a latokérgi nagy savszélességli (sok
projekcios neuron altal étesitett) strukturalis ,,gerinchalozatnak” (Ercsey-Ravasz és mtsi.,
2013; Markov és mtsi., 2013b). A bimodalis vizuo-taktilis hal6zatban a 46, 7a és VIP
areak kiilonbozo klasztereket 6sszekotd centralis pozicidja ugyancsak 6sszhangban van a
kisérletes eredményekkel, melyek a prefrontalis €s parietalis kéreg szerepét bizonyitjak a
vizuo-taktilis integracioban (Andersen és mtsi., 1997, 2004; Driver és Spence, 1998;
Macaluso és Driver, 2001; Spence, 2002; Macaluso és mtsi., 2003). A kozponti helyzet(i
parietalis és prefrontdlis kérgi 4aredk kozil a VI1-ben végzddd, postcentralis
szomatoszenzoros kéregbdl kiinduld legrovidebb utak csak a VIP-en kapcsolodtak at,
miel6tt az MT, V3 vagy PO aredkon keresztiil elérték a V1-et. Nem mellékesen a VIP-et
is tartalmazd klikkek 4atlagos NB értéke a legnagyobbak kozott volt. Mindezzel
0sszhangban kisérletes eredmények alapjan ismert a VIP multimodalis funkci6ja mind

rézusz majomban és emberben (Duhamel és mtsi., 1998). Erdemes megemliteni a LIP
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crer

keresztmodalis vizuo-taktilis plaszticitaisban (Wittenberg és mtsi., 2004). Szintén meg
kell emliteni mas, az elemzésbdl kelld informécié hidnyaban kihagyott areakat, mint pl.
az AIP, aminek vannak szomatoszenzoros kéreggel 1étesitett kapcsolatara utalo adatok
(Lewis és Van Essen, 2000). Osszességében arra kdveteztethetiink, hogy az intraparietalis
kéreg fontos szerepet kap a latokéreg keresztmodalis taktilis funkcidiban. Ezt a feltevést
alatamasztja Burton és mtsi. (2004) tanulmanya, amiben kimutatjak az eliils6 parietalis
sulcus kortli kérgi teriilet szomatoszenzoros funkcidjat korai vakokban. Hasonloképpen,
Wittenberg és mtsi. (2004) korai vakokban az inferior parietalis kéreg szerepét
azonositottdk az SI és V1 kozott a funkciondlis kapcsoltsag megerdsodésében,
Osszhangban az intraparietalis kéreg altalunk kimutatott hid szerepével.

Ahogy mar emlitésre kertilt, az SI és V1 kozotti legrovidebb utak a VIP, MT, V3
és PO aredkon kapcsoltak at. Erdemes kiemelni, hogy a feszit6fan azonositott palyak
koziil a tapintassal kapcsolatos ingerek kérgi belépését jelentd primer szomatoszenzoros
area 3b a magasabb feldolgozasi szintet képviseld area 1-en keresztiil kapcsolodik V1-el
(Kaas, 1983, 2004 Iwamura, 1998; Tabot, 2013; Rossi-Pool és mtsi.,, 2021). A
megerdsitéses tanuldssal 1étrehozott feszitéfa, az EB szamitasaval azonositott bemeneti
¢s célteriiletek szdma és szenzoros modalitasa valamint a klikkek dsszetétele egyiittesen
az area 3a, ¢és a tapintasban meghatarozo szerepet jatszo area 1-bél induld, MT és V3
aredkon atkapcsold neurdlis palyak meghatarozd szerepét valdszinlsiti a
szomatoszenzoros informacié V1-be jutdsdban. Az MT vizuo-taktilis integracidban
jatszott esetleges kulcsszerepének tovabbi megerdsitését adja, hogy mind a teljes vizuo-
taktilis kéreg, mind pedig dorzélis latorendszert reprezentald klaszter legnagyobb
klikkjeiben szerepelt. Ez a feltevés Osszhangban van az MT latokban kimutatott
szerepével a taktilis mozgasfeldolgozasban (Hagen és mtsi., 2002). Szintén 1ényeges adat
az MT aktivitdsanak jelentds novekedése Braille olvasas kozben korai vakokban, mig
ugyanez nem mutathato ki kés6i vakokban és latokban (Burton és mtsi., 2002). Hasonléan
az MT-hez, taktilis ingerlés V3-ban is megnovekedett aktivitast valt ki korai vakokban
(Burton és mtsi.,, 2004). Figyelembe véve a VIP szerepét a multimodalis
mozgasfeldolgozasban (Bremmer és mtsi., 2001), eredményeink a mozgasfeldolgozasért
felelds aredk szerepét valosziniisitik a funkciondlis helyettesitésben a vizualis inputjatol
megfosztott V1-ben. Kovetkeztetéseink ugyancsak jelentds megerdsitést kaptak egy

kozelmultban megjelent tanulméany altal, amiben latokban nem mérhetd, gyors
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informacioaramlast mutattak ki az altalunk azonositott areakon keresztiil SI-b6l V1-be
vakokban (loannides és mtsi., 2013).

A dorzélis latopalya mellett fizioldgiai munkdk eredményei a ventralis
latorendszer aktivitasat is leirtak Braille olvasas k6zben vakokban (Burton és mtsi., 2002;
Maurer és mtsi., 2005). Elemzésiink alapjan feltehetd, hogy a ventralis 1atokérgi klaszter
legnagyobb klikkjében szereplé V4 lényeges csomoOpont ebben a funkcioban a két
vizualis latopalya kozotti hid pozicigja altal. Ugyancsak a V4 helyettesitéses
plaszticitasban jatszott szerepét timasztja ala, hogy a VIP area VV3-al és MT-vel Iétesitett
kapcsolatainak EB alapjan azonositott célteriiletei kdzott szerepel a V4 is, mig 0
bemeneti teriileteit szenzomotoros strukturak alkotjak. Arra azonban nincsenek adatok,
hogy a ventralis latopalya elsédleges szerepet jatszana a V1-ben kimutathato

helyettesitéses szenzoros plaszticitasban.

lIl. A halozat aktivitdsanak koordinacidja és szerepe a kognitiv kontrollban
1. Az agykérgi jelfolyam topoldgidja

A konvergenciafok bevezetésével kapott eredményeink ravilagitanak, hogy az
agykérgi mikodés [ényegét add integracio-szegregacio egymast kiegészitd folyamataiban
(Zeki és Shipp,1988; Tononi és mtsi., 1998; Sporns és mtsi., 2004; Friston, 2005) a
haldzat irdnyitottsaga €s a reciprocitas dontd szerepet jatszik (Kale és mtsi., 2018). A CD
segitségével kimutathatd, hogy a globalis konvergencia és divergencia a reciprok élek
kiegyensulyozott, szimmetrikus tulajdonsaga €s alatdmasztja a kisérletes megfigyelések
alapjan javasolt ,,hierarchikus ellenaram” rendszerének elméletét (Markov et al., 2013b;
Vezoli et al., 2021). Az, hogy a kiegyenstlyozottsag a vizsgalt alhalozat, igy klikkek és
korok méretének novekedésével aranyosan nétt jelzi, hogy a lokélis interakcidkon til az
integracio globalis szinten fontos haldzati tulajdonsag. Eredményeink szerint a kérgi
halozat-topologiaban, az aredk be- ¢és kimeneteinek konvergens, ill. divergens
tulajdonsdganak kialakuladsdban a globalis, haldzati szintli eloszté funkci6 (bal felsd
kvadrans 9. és 10. abrak) erésebb szelektiv tényezo a forras jellegli tulajdonsagnal (jobb
als6 kvadrans 9. és 10. abrak). Ez az elképzelés jol Osszeegyeztethetd az agykéreg
asszociacios areak szamanak novekedésével lezajlo evolacios expanzidjaval (Rakic,
2009; Krubitzer és Seelke, 2012; Krubitzer és Dooley, 2013; Molnar és mtsi., 2014).
Hasonl6 globalis, topoldgiai szelekcids tényezd az agykérgi halézat ndvekedése soran a

hatékony kommunikécio6 érdekében az egyedi 0sszekottetések hosszdnak minimalizalasa,
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mint mindent feliilird szabaly helyett az atlagos uthossz minimumon tartasa (Kaiser €s
Hilgetag, 2006; Avena-Koenigsberger és mtsi., 2017).

A jelenleg népszerli nézet szerint a magas szintli agykérgi integracié a RC 4ltal
meghatarozott mag-periféria szegregacion alapul (Griffa és Van den Heuvel, 2018). A
csucsokra kiszamolt CDn ugyanakkor az aredk specializacidjanak egyedi szintli
mérészama, miden egyes haldzati Osszetevd, igy kérgi area koordinativ szerepét
meghatarozza. A CDn fontossagara ravilagit, hogy az éltala meghatarozott koordinativ
funkci6é megfelel az aredk kisérletes adatok alapjan ismert hierarchikus szervezédésben
meghatarozott szerepének (Felleman és van Essen, 1991; Scannell és mtsi., 1995;
Hilgetag és mtsi., 2000b; Murray és mtsi., 2014). Ennek megfeleléen az érzékszervi
informéciokat adaptiv, izomorf modon reprezentald elsddleges szenzoros kérgi aredk
(Kaas, 2000) forrasként azonosithatok, melyekbdl az informacié divergens efferens
palyak mentén terjed szét a hal6zatban a kérgi hierarchia magasabb szintjein. A hierarchia
csucsan allé aredk a divergens, a haldzat nagy részét célzd bemenetein beérkezo
informécio konvergens kimeneteken keresztiili célzott elosztasaval szabalyozzdk a magas
szintli kérgi integraciot. Ennek jo példaja a PFC, amit alabb részletesen targyalunk. A
kiilonbozé  klasztereket 0Osszekoté hid aredk (pl. VIP, V4) szintén elosztod
tulajdonsagokkal rendelkeznek. Ez a pozici6 egyben az informaciddramlas sziik
keresztmetszetét képezi a klaszterek és/vagy palyarendszerek (pl. ventrélis és dorzalis
latorendszer) (Goodale és Milner, 1992; Young, 1992; Jouve és mtsi., 1998; Hilgetag és
mitsi., 2000a) interakcidiban nagy kihivast jelent6 feladatokban, élethelyzetekben. Fontos
megemliteni, hogy a sziik keresztmetszetet képez0, elosztod aredk megfelelnek az ismert
halézati csomopontoknak (hub), melyek f6 funkcigjat az informacidaramlas
koordinacidjaban latjak (Sporns és mtsi., 2007). A koztes hierarchia szintii areak, mint pl.
az MT, V3 és Brodmann area 2 vegyes konvergens és divergens ki- és bemenetei, tehat a
eloszto és forras jellegli funkciok keveredése, megfeleld strukturalis alapjat képezheti a
felszalld palyak és visszacsatolasok kozotti intenziv interakcidknak és magyardzhatja a
figyelmi funkciok erds fiziologiai hatasait ezekben aredkban (Kastner és Ungerleider,
2000; Boynton, 2005; Roe és mtsi., 2012; Angelucci és mtsi., 2017). Mindezen tual
lényeges, hogy az agykérget szamos szerkezeti ¢s funkcionalis gradiens és adaptiv
amiben az altalunk leirt konvergenciafok alapu topoldgiai tulajdonsag csupan egy ezek
koziil (Hilgetag és Goulas, 2020). A CD, mint a koordinaciot jellemzd halézati mérték

jelentdségét ugyanakkor kiemeli, hogy az aredk intrinzik integracios idéallandoja hasonld
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hierarchikus specializacioval jellemezhetdé (Murray és mtsi., 2014; Spitmaan és mtsi.,
2020). A jovo feladata annak feltarasa, hogy miként hatarozzdk meg e tulajdonsagok
kiilon valamint egyiittesen az agykéreg mitkddését. Ugyancsak a jovo feladata annak
kideritése, mennyire hatarozza meg az altalunk leirt CD és az ebbdl szarmaztatott CDn
az areak kozotti interakciokat (Varga és mtsi., 2021).

2. A kognitiv kontroll-haldzat topoldgidja

A PFC-ben nagy vonalakban regionalis munkamegosztas rajzolodik ki az areak
informacidaramlasban jatszott szerepe alapjan. A be- és kimenetek konvergenciafoka
szerint a dorsolateralis régié (PFC DL) az area 46 és FEF-el ers elosztd funkcidval
jellemezhetd. E régioban kivételként szerepel az area 9, mely inkabb forras jellegii
struktira. A tobbi régiora szintén a forras tulajdonsag jellemzd. Fontos kiemelni, hogy a
forras tulajdonsag a PFC-ben kevésbé kifejezett, mint az elosztdé funkcid. Informacio
forrasként leginkabb az eliils6 cingularis (ACC) régiot alkotd 32 és 25 areak valamint a
ventrolateralis (PFC VL) area 45 azonosithatok. Az orbitalis régi6 (PFC ORB), 11, 12 ¢és
13 aredk, és a poluson elhelyezkedd area 10 gyenge forréds jellege az elosztd funkciod
er6sodésére utal viszonylag kis atlagos konvergens bemenettel és divergens kimenettel.
Ez legjobban az ACC-hez kothet6 area 24-ben tapasztalhato, ahol a forras és eloszto jelleg
er6sen keverednek. Figyelemmel a PFC-areak kozotti szoros kapcsolatrendszerre (Barbas
¢és Pandya, 1989; Pandya és Yeterian, 1998; Kotter ¢ mtsi., 2001) eredményeink
alatamasztjdk a PFC-ben zajlo hierarchikus jelfeldolgozasra tett megfigyeléseket
(Négyessy, 2003, atdolgozott verzid). Ezzel 6sszhangban kimutattak pl., hogy a nyugalmi
allapot halozatban némely PFC-area vezérli masikak aktivitasat (Yan és He, 2011).
Regiondlis szinten eredményeink Osszeegyeztethetdk az aredkra jellemzd integracios
iddallandoval meghatarozott hierarchikus elrendezédéssel (Murray és mtsi., 2014). Az
intrinzik idéallando legrovidebb az orbitofrontélis kéregben, hosszabb a dorsolateralis
prefrontalis kéregben és a leghosszabb integracios idéallando az eliilsé cingularis régiot
jellemzi.

Eloszt6 szerepébdl adodoan a PFC DL globalis konvergencia csomépont, sziik
keresztmetszetet képez az agykérgi informécidaramldsban, ami topologiai magyarazatat
adja a teriilet korlatozott kapacitdsanak az informaciofeldolgozéasban. Figyelemre mélto
egybeesés, hogy magatartasi feladatokban a PFC DL-t azonositottdk a pszicholdgiai
refraktor periodusért (PRP) felelds agyi struktaraként (Marois, és Ivanoff, 2005; Sigman
és Dehaene, 2008; Zylberberg és mtsi., 2010; Tombu és mtsi., 2011). Elméleti modellek
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szerint a PRP-t komputacids korlatok eredményezik: szemben ugyanis az érzé és motoros
rendszerek erdsen parhuzamos feldolgozasaval a kozponti végrehajté funkcid soros
feldolgozas eredménye, igy informdacios sziik-keresztmetszetet képez (Sigman ¢és
Dehaene, 2008; Zylberberg és mtsi., 2010). Direkt bizonyitékot eredményeink a PFC DL
soros mitkodésére nem adnak, de valoszintisithetd, hogy ennek részben halozat-topologiai
okai vannak.

A hidsag értékek az elézOkben targyaltak alapjan az elvarasokkal ellenkezden
alakultak: az area 46 és 24 alacsony, mig a PFC VM, ORB ¢és VL régiok areai magas
értékeket produkaltak. Ennek oka, hogy a fuzzy klaszterezés a PFC-aredkat a magasrendii
asszociacios kérgi areakkal egy csoportba, a 2. klaszterbe sorolta. Az alacsony hidsag
értéket az areca 46 és 24 tobbi PFC-areanal (area 9-et kivéve) sokkal erdsebb
elkdtelezOdése okozta a 2. klaszterrel. A magasrendil asszociacios aredk csoportképzését
okozo stirti halozat felidézi a "globalis munkatér" (global workspace) modelljét, miszerint
e struktirdk egyiittmikodése felelés a magasrendii kognitiv funkcidkért (Dehaene és
Changeux, 2011; Gisiger és mtsi., 2000). A globalis munkatérben az area 46 kimagaslo
NB értéke alapjan kozponti jelentdségli csomopont. Az area 24 NB értéke a 2. klaszterben
kozepes nagysagu, de a PFC-ben a harmadik legnagyobb. A klaszterelkotelezodés és az
NB értékek egyiittesen alatamasztjdk mind az area 46 és 24 kozponti jelentOségét a
kognitiv kontrollban (Constantinidis és Procyk, 2004; Gazzaniga és mtsi., 2009; Banich
és Compton, 2011).

Osszefoglalva, tekintettel az atfedés elhanyagolhaté mértékére, az aredk lancolata
alkotta hosszu neurdlis korok reverberalo aktivitasa elhanyagolhato jelentségli, mig az
elosztott jelfeldolgozas koordindcidja meghatdrozd az agykérgi informécidaramlas
szabalyozasaban. A globalis konvergencia csomopontok, elsdsorban az area 46 és 24
feltehetden soros feldolgozason alapuld kontroll szerepet jatszanak a jelfolyam
koordinacidjaban (Zylberberg és mitsi., 2010). Eredményeink a kognitiv kontroll
feldolgozason alapuld meghatarozasat hangsulyozzak. A PFC-hez kotheté kognitiv
folyamatok elemei meglehetdsen absztraktak lehetnek kiilondsen, hogy a kérgi
reprezentaciok plasztikusan formalddhatnak az aredk interakcidinak eredményeként
(Wood ¢és Grafman, 2003). Mindezek alapjan a PFC szerepének feldolgozéason alapulo
meghatarozasa elonydsebbnek tlinik a lokalizdcios modszernél (Wood és Grafman,
2003). Eredményeinkbdl az is kovetkezik, hogy a kiilonbozd PFC-dredk egymadst
kiegészitd feladatokra specializalodtak. A PFC-aredk reciprok 0Osszekdttetéseken

keresztiil egymassal szorosan kapcsolt klaszterében (Averbeck és Seo, 2008) a
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funkcionalis specializacio arra utal, hogy a kognitiv kontroll a kiilonb6z6 PFC-areak

Osszehangolt interakcioin alapul.

B. Koztes szint( haldzati motivumok az agykéregben

|. Mddszertani megfontolasok
1. Kétirdnyu BDA-jelolés

Féemlosokben az agykérgi Osszekottetések kétiranya, afferens és efferens
struktarainak egyideji jelolésére javasolt modszer a kis- €s nagy molekulasulyt BDA-
keverék alkalmazasa (Rockland és Knutson, 2000, 2001; Li és mtsi., 2003). A kétiranya
palyajelolés egyik lehetséges hatranya a retrograd jelolédé idegsejtek axonjainak
feltoltédése, ami "masodlagos" célteriiletek megjelenését eredményezheti. Ennek
lehetdségét nem tudtuk teljesen kizarni (féleg, mert a mintavételezett sorozatmetszeteken
nem lehetséges az idegsejtek teljes rekonstrukcioja), de bizonyos jelek alapjan a hatasat
minimalisnak értékeltiik. Egyrészt, a rekonstrualt axonok BDA-beadasi helytdl tavoli
axonfoltok irdnydban szétdgazddd mintdzata arra utalt, hogy a jelolt axonok eredete a
beadasi hely. FOként, az axonfoltok atfedtek a retrograd erdsen jelolt teriiletekkel. Feltéve
ugyanis az idegi kapcsolatok divergencidjat, az axonalis "visszatoltddés" olyan
teriileteken IS eredményezett volna "masodlagos" axonfolt-jelolédést, ahol alacsony a
retrograd jel erdssége.

Egyéb palyajeldléses modszerre visszavezethetd kiillonbségek az eltérd talélési
kovetden tapasztalt erdsebb axonfolt jel6lddés az anterograd terjedési preferencidju, nagy
molekulastlytt BDA 10K (Rockland és Knutson, 2000), kis molekulasulyu és retrograd
is erésen terjedd BDA 3K-val dsszehasonlitva lassabb transzportjdval magyarazhat6. Az
eredményeket befolyasolo technikai tényezdk koziil mindenek eldtt a palyajelolé anyag
injektalasara hasznalt kapillaris belsé atmérdjének eltéréseit kell megemliteni. Nagyobb
atmérdn tobb jelold anyag jut a szovetbe, ami tobb idegi struktira anterograd és retrograd
jelolodését eredményezi. Tapasztalataink szerint kisebb hatdssal voltak a BDA
transzportra azok a mikrosériilések, amiket az az elektrofizioldgiai térképezés soran az
elektrod okozott. Az esetleges egyedi eltéréséket az adatfeldolgozashoz hasznalt
kvantitativ modszerek (pl. normalizalas) megvalasztasaval is igyekeztiink csokkenteni.
Osszességében elmondhato, hogy konzisztens jeldlédési mintdzatot azonosithattunk a

mintdnkban. Més a jeldlést befolyasold tényezdket, mint az esetleges mikrolézidk vagy a
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crer

B.L5.) targyaltuk.

2. A funkciondlis térképek és metszetek illesztésének pontossdga

Az illesztések pontossagat tobb torzulast eredményezo tényezo befolyasolja: ezek
lehetnek foto-optikai eredetiieck (szférikus aberracio), hisztologiabol szarmazok
(egyenetlen zsugorodas) vagy a rekonstrukcios eszkoz mikro-mechanikai pontossagara
visszavezethetok. Meg kell emliteni, hogy 6sszevetve a latokéregben alkalmazott hasonld
modszerekkel (Ts’o és Gilbert, 1988; Malach és mtsi., 1993; Levitt és mtsi., 1994;
Bosking és mitsi., 1997; Kisvarday és mtsi., 1997; Sincich és Blasdel, 2001; Ts’o és mtsi.,
2001; Buzas ¢és mtsi., 2006), viszonylag nagy metszeteket hasznaltunk, ami tovabb
neheziti a preciz illesztést. Azonban az Eredmények fejezetben (Id. B.1.3.) ismertetett
kontroll méréseink alapjan az illesztések pontossagat a kérdéseink megvalaszolasat
tekintve megfelelonek itéltiik. A beadasi helytdl tavoli pontatlansagok az eredményeket

lényegesen nem befolyasoltak.

3. Axonfoltok azonositdsa

Az axonfoltok szinaptikus integracioban jatszott meghatarozo szerepét a
boutonok itt talalt kiemelkedéen magas stiriiségével igazoltuk. Korabbi munkakbol ismert
volt a terminalis axon arborizaciok folt-szerli struktirdja a szomatoszenzoros kéregben
(Krubitzer és Kaas, 1990a; Lund és mtsi., 1993; Manger és mtsi., 1997). Lund és mtsi.
(1993) azt is leirtdk, hogy a szomatoszenzoros kéregben az axonfoltok kevésbé
kifejezettek, mint a latokéregben. Sajat megfigyeléseink szerint axonfoltok egyértelmiien
azonosithatok, bar a jelolédésiik erdssége valtozo. A gyengén jelolédd axonfoltok
koriilhatarolasa joval kevésbé egyértelmil, mint az erdsen jeldlteké és bizonyara tobb
gyengén jelolt axonfolt azonositatlan maradt. Az axonfoltok koriilhatdroldsanak
szubjektiv volta ellenére az altalunk azonositott foltok mérete hasonld volt a korabban
kozolt adatokhoz (Lund és mitsi., 1993; Sincich és Blasdel, 2001) ¢és szintén
Osszeegyeztethetd volt a szomatoszenzoros kérgi funkcionalis modulok méretével (200-

300 um; Chen és mtsi., 2001; Friedman és mtsi., 2004).

4. Réteg-lokalizacio
A tangenciondlis metszetek szabdlyos mintavételezése miatt kiesd metszetek

hianyaban az agykérgi rétegek pontos meghatarozasidra nem volt lehetdség. Ennek
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ellenére a Modszertanban ismertetett metodust kovetve sikeriilt reprodukalni Burton és
Fabri (1995) eredményét az erés szupragranularsi jelolodést illetéen. Ugyanakkor kisebb
aranyu infragranularis jelolodést kaptunk, mint az idézett tanulmény. A szupragranularis
jelolés dominanciaja a két alacsony szintli szomatoszenzoros kérgi area 6sszekottetésében
szintén Osszhangban van a latokérgi hierarchidban azonositott kapcsolatok

rétegeloszlasaval (Barone és mtsi., 2000; Vezoli és mtsi., 2004).

5. Statisztikai 6sszehasonlitdsok

A kis esetszam miatt a statisztikai 6sszehasonlitdsok megbizhatdsaga elmaradt az
elvarttol. Ez kiilondsen érvényes populaciok kozotti 6sszekottetések dsszehasonlitasaira.
Az elemszambecslés megmutatta, hogy a 80%-os megbizhatosag eléréséhez az
esetszamot meg kellett volna hdromszoroznunk. A kis esetszdm féemlds kisérletekben
altalanos probléma, amit sok, egymast kiegészité adat gyljtésével probaltunk
kompenzélni. E hidnyossdg ellenére a kvantitativ eredmények Osszhangban voltak a
kvalitativ megfigyeléseinkkel. Ennek egyik példaja a 39. abran megfigyelhetd kisebb
kiterjedésii és stirliségli anterograd és retrograd jelolés az inter-aredlis kapcsolatok esetén
az arean beliilivel 6sszehasonlitva. Ez a kvantitativ adatokon is megjelenik, ami a 40B,
42A ébrakon lathatd. Ugyancsak az eredményeink megbizhatdsaga mellett sz6l, hogy az
egyes esetek kozott, bar voltak kiviilallok, konzisztens eredményeket kaptunk (Id. a
vonalak esésének iranyat pl. a 40., 41. €s 46. abrakon). Nagy eltérések a nyers adatokban
latszottak (teriilet, hosszlisdg) részben a palyajeldlés mintavételezéssel kapcsolatos
érzékenysége miatt (Vezoli és mtsi., 2004), masrészt a populaciora jellemz6 allatok
kozotti varhato kiilonbségek miatt. Relativ értékek (ardnyok) hasznélataval javult az
adatok konzisztencidja az egyedek kozott. Végiil azt is meg kell emliteni, hogy kiilonb6z6
struktarak Osszehasonlitdsa csak kelld eldvigyazatossaggal lehetséges, mert nehéz
ekvivalens mértékeket talalni (pl. axonfoltok és projekcids neuronok kiterjedésére). Az
emlitett hatranyokat figyelembe véve eredményeink hozzdjarulnak az intrinzik és inter-
arealis Osszekottetések viszonyanak jobb megértéséhez a hierarchikus kapcsolatban allo

areak haldzataban.
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Il. Az drean bellli és aredk kozotti interakcidk funkcionalis anatémidja a
szomatoszenzoros kéregben, féeml&sokben

1. Attekintés

A szomatoszenzoros kéreg 3b és 1 arediban altalunk kimutatott idegi kapcsolatok
eloszlasa nagy vonalakban megfelelt a korabbi palyajeloléses munkak eredményeinek
(Krubitzer és Kaas, 1990a; Burton és Fabri, 1995; Manger és mtsi., 1997; Fang és mtsi.,
2002). Azonban a korabbi tanulmanyoktdl eltéréen munkdnk soran a tapintdsban
kiemelkedd fontossadgu disztalis ujjbegy reprezentacid Osszekottetéseire fokuszaltunk.
Tovabba, az egyiittes IOS és elektrofiziologiai funkcionalis térképezés, a kisebb, kolumna
méretli kérgi teriiletek beinjektaldsa valamint a hatékonyabb adatelemzési modszerek
alkalmazdsa a disztalis ujjbegy reprezentacid Osszekottetéseinek kordbban nem
azonositott, pontosabb meghatarozasat tették lehetdvé.

Kétirdnyt palyajeldléssel az axonfoltok ¢és a legsiirlibb retrograd jelolést
tartalmazé teriiletek atfedésével bizonyitottuk a 3b és 1 aredk Osszekdttetéseinek
reciprocitasat. Az 10S-el ¢és elektrofizioldgiai térképezéssel kombindlt palyajeldléses
modszerrel bizonyitani tudtuk a szomszédos disztalis ujjbegy reprezentaciok kozotti
erdteljes dsszekottetéseket mindkét vizsgalt arean beliil. Ezzel szemben a két area kozott
erds Osszekottetést a homotop disztalis ujjbegy reprezentaciok kozott mutattunk Ki.
Szembetling kiilonbség volt, hogy area 3b-vel Osszehasonlitva area 1-ben a disztalis
ujjbegy reprezentaciok erésebb kapcsolatokat 1étesitettek a beinjektalt ujj-reprezentacio
proximalis teriileteivel is, ami alatdmasztja a fiziologiai mérési eredményeket (Iwamura
és mtsi., 1983b). Osszességében eredményeink azt bizonyitjak, hogy 4redn beliil tobb
ujjbegybdl szarmazd informacid integralasdval az Osszekottetések a globalis tapintasi
érzet kialakulasaban jatszanak fontos szerepet. Ett6l eltéréen az areak kozotti
Osszekottetés ujj, s6t ujjbegy-specifikus informaciot kozvetit.

Az éarea 3b és area 1 kozott egysejt aktivitas-méréssel meghatarozott funkcionalis
kapcsolatmintdzat konzisztens a nyugalmi allapott BOLD korrelacioval azonositott
kapcsolatmintazattal és megegyeztek a palyajeloléssel azonositott medio-lateralis és
antero-posterior fétengelyekkel jellemezhetd axonalis 6sszekottetési mintazattal. Bar az
anatomiai és funkcionalis halézatok kozotti egzakt kapcsolat nem ismert, abban
egyetértés van, hogy a nyugalmi funkciondlis kapcsolatmintdzat bizonyos mértékig
megfeleltethetd az anatomiainak (pl. Vincent és mtsi., 2007; Honey és mtsi., 2009; ill.

Osszefoglald munkdk: Deco és Corbetta, 2011; Behrens és Sporns, 2012). A
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szomatoszenzoros kéregben Matsui és mtsi. (2011) szoros Osszefiiggést talaltak az
anatomiai kapcsolatmintazat ¢és a mikroelektromosan aktivalt effektiv halozati
konnektivitas kozott. Eredményeink tovabbi bizonyitékul szolgalnak az anatomiai és a
nyugalmi allapotu funkcionalis halo6zatok szoros kapcsolatara, de a korabbi adatoktol
eltéréen a milliméter skalaju koztes szintli halozatokban. A harom kiilonb6z6 adatsor
(egysejt aktivitds, BOLD és palyajeloléses) egyoOntetiien bizonyitja az erds ujjbegyek
kozotti interakciokat az arean beliili, és az azonos ujj reprezentaciok interakciojat a két
area kozotti jelatvitelben (82. abra).

Az idegsejt aktivitas korrelogramjainak aszimmetridja az informacidaramlas
eltérd sebességébol adodhat az aredk kozotti és arean beliili 6sszekottetések mentén. A
3b és 1 areak kozotti, fokozott spontan aktivitds alatt mért kereszt korrelogramok
aszimmetriaja a felszallo palyak dominans aktivitasaval magyarazhatok az inter-arealis
interakcidkban. Az idegi Osszekottetések siiriiségeloszlasanak megfeleléen az inter-
aredlis interakcio erdsebb az azonos, mint a szomszédos ujjbegy reprezentaciok kozott.
Ugyancsak 0sszhangban a palyajeloléses munkak eredményeivel, area 3b-ben jelentds
ujjak kozotti interakcidk azonosithatok az idegsejt aktivitasok korrelacidja segitségével.
Az arean beliili interakciok aszimmetrikus korrelogramjai a kozos bemenettel szemben a
horizontélis 6sszekottetések szerepére utalnak az idegsejtek kozotti kommunikacioban.
Az inter-arealis interakciokat jellemz6 kereszt-korrelaciokkal Gsszehasonlitva az arean
beliili interakciok erGsebb aszimmetriajat az aktivitas lassabb terjedése okozhatja.
Figyelemre mélto, hogy ez az eredmény 6sszhangban van a kiilonb6z6 vastagsagl rostok
altalunk leirt eloszlasaval: a gyorsabb vezetdképességli, feltehetden mielines rostok
els@sorban az aredk kozotti homotdp teriileteket kotik 0ssze, mig arean beliil a lateralis
kapcsolatokat vékony, csupasz axonok létesitik. Az arean beliili és azok kozotti
kapcsolatmintazatbeli és dinamikai kiilonbségek a kétféle palya eltérd szerepére utal az
aktiv tapintasban, egyrészrdl az ujj-specifikus informacié integracidjaban, masrészt a
kiilonb6z6é ujjakbdl szdrmazd informacié koordinacidjaban (Johansson és Flanagan,
2009; Keysers és mtsi., 2010). Azaz, a kéz reprezentacié teriiletén a disztalis ujjbegy
feleldsek az egyes aredkban, mig az aredk kozotti funkcionalis transzformacid ujjbegy

specifikus, a homoldg bér reprezentaciok kozotti informacio frissitését szolgalhatja.
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2. Funkciondlis kévetkeztetések: integrdcio a kéz reprezentdcio teriiletén 3b és 1
dredkban

A hagyomanyos nézet szerint drea 3b-ben a RF egyetlen ujjra lokalizalt. Ezzel
szemben egyre tobb adat bizonyitja a kiilonbdz6 ujjakbdl szarmazo taktilis informacid
2008; Lipton és mtsi., 2010). Area 3b-ben a kornyéki gatlas legerSteljesebben a
szomszédos ujjbegyek kozott mérheté (Thakur és mtsi., 2012). Hasonlo ujjak kozotti
integracié ismert area 1l-ben is (Friedman és mitsi., 2008; Chen és mitsi., 2009) és
ugyancsak erételjes kornyéki gatlas jellemzi area 1-ben a taktilis informaciofeldolgozast
(Sripati és mtsi., 2006). Osszhangban az elébbiekkel elektrofizioldgiai tanulményok
komplex téridébeli RF struktarat irtak le 3b és 1 areakban (Sripati és mtsi., 2006; Reed
és mtsi., 2010a, 2012; Thakur és mtsi., 2012). A tolcsér illuzid jo példa az ujjak kozotti
integracid funkciondlis jelentdségére. Képalkoto eljarasokkal sikeriilt kimutatni, hogy a
szomszédos ujjak egyidejii ingerlése az érzetnek megfeleld lokalizacioval egyetlen kérgi
teriilet aktivaciojat eredményezi (Chen és mtsi., 2003, 2007; Friedman és mtsi., 2008). E
jelenségek és fizioldgiai folyamatok strukturalis alapjat ismereteink szerint legalabbis
részben az areédn beliili horizontalis dsszekottetések biztositjak (Angelucci és Bressloff,
2006; Shushruth és mtsi., 2009). Eredményeink dsszhangban a fiziologiai adatokkal arra
utalnak, hogy az arean beliili 0sszekottetéseknek koszonhetden az ujjak kozotti integracid
mar area 3b szintjén elkezdddik megalapozva a tapintott objektum globalis
kapcsolatok ugyancsak fontos szerepet kaphatnak a tapintasi utohatasok ujjak
reprezentacioi kozotti atvitelében (Kappers, 2011), valamint a tobb ujjat igényld haptikus
exploracioban (Dijkerman és de Haan, 2007).

Area 3b-vel osszehasonlitva area 1-ben az idegsejtek akar tobb ujjat atfeds,
nagyobb bdrfeliiletrdl szarmazé informacidt integralnak és magasabb rendli inger
tulajdonsagokra érzékenyek, mint pl. a textura, érdesség vagy mozgas (Bensmaia és mtsi.,
2008; Pei és mtsi., 2010; Tremblay és mtsi., 1996). Emellett area 1-ben a RF-k er6sebb
nemlinedris dinamikaval jellemezhet6k, mint 4rea 3b-ben, ami pl. komplex térbeli
tulajdonsagok sebesség invarians kodolasat teszi lehetové (Sripati és mtsi., 2006). A
feltevések szerint a szomatoszenzoros kérgi hierarchia nagyrészt az area 3b efferensek
konvergencidjanak eredménye area 1-ben (Jones, 1975; Iwamura, 1998). E nézettel

injektaldsa atfedo jelolodést eredményez 4rea 1-ben a kiilonbozd ujjbegy
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reprezentaciokban (Liao és mtsi., 2013). Erdekes, hogy area 1-ben a RF-k ugyanabban a
kolumnéban (600 pm) is valtozatos mérettel és formaval jellemezhetdk. Ugyanakkor ezek
mindegyike tartalmaz egy részt, ami ugyanazt a kis borfeliiletet (hotspot) reprezentalja
(Favorov és Whitsel, 1988). Ennek koszonhetéen populéacids valaszok 2-dezoxigliikoz
(Tommerdahl és mtsi., 1993) vagy I0S (Chen és mtsi., 2003; Friedman és mtsi., 2008)
tanulmanyozéasaval kis, lokalis aktivitasi foltként azonosithatok egy disztalis ujjbegy
ingerlését kovetden. Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a lokalis
"hotspot”-ok kialakitasaban a felszallo inter-arealis kapcsolatok jatszanak fontos
szerepet, mig a RF méretének valtozékonysagaért az arean beliili sszekottetések és a
visszacsatolasok felelések. Ezek a megfontolasok, legalabbis részben ravilagitanak a
szomatotopias térképek kialakulasanak és areak kozotti kiilonbségeinek okaira (Sur és
mitsi., 1980).

Az arean beliili 6sszekottetések tovabbi szerepére Reynaud és mtsi. (2012) tettek
javaslatot, kimutatva, hogy V1-ben a kontextusfiiggd modulacio Iényeges
mechanizmusét jelentd lokalis bemenet normalizicidja laterélis interakcidkon alapul.
Feltehetd, hogy area 1-ben hasonlé lateralis interakciok lényeges szerepet jatszanak
invarians valasztulajdonsagok kialakitasaban, mint a sebesség, textira forma és intenzitas
esetén tapasztalhato (Sinclair és Burton, 1991; Pei és mtsi., 2010). Pei és mtsi. (2011)
kimutattak, hogy area 1-ben az idegsejtek iranyszelektivitasa az area 3b-ben lokalizalt
lokalis mozgasdetektorok vektor atlagainak eredménye. Ez alapjan felmeriil, hogy az

inter-arealis integracio hasonl6 diviziv komputacion alapul, mint az arean beliili.

1. Osszekottetési mintdzatok idegsejt populdcidk szintjén
1. Attekintés

Mindenek eldtt fontos hangsulyozni, hogy kizardlag a nagy stirliséggel jelolt
tertiletek Osszekottetési mintazatat tanulmanyoztuk, mig a gyengén és diffizan jelolt
teriileteket, ami a retrograd jelolt neuronok kb. 1%-at tartalmazza, figyelmen kiviil
hagytuk. Az arean beliili 0sszekdttetések valamint az két areat osszekotd felszallo palya
¢s visszacsatolas kiterjedésének Osszehasonlitdsaval szdmos, a lateralis kérgi interakciok
hierarchikus szervezddésének szomatoszenzoros kéregben addig nem ismert anatomiai
jellemzdjét azonositottuk. Kimutattuk, hogy a latokéreghez hasonléan (Angelucci és
Bressloff, 2006; Markov és mtsi., 2014b) a felszallo palya kis teriiletre lokalizalt és
feltehetden meghatarozé tényezd a RF centrumanak (hotspot) kialakitdsaban (Favorov és

Whitsel, 1988). Ezzel szemben a visszacsatolas és az arean beliili Osszekottetések
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viszonylag nagy lateralis kiterjedése képezheti az ecRF kialakitasanak, ill. altalanosabban
a ftaktilis integrativ folyamatoknak a neuralis halozati alapjat a postcentralis
szomatoszenzoros kéregben. Bar area 3b ¢és area 1 intrinzik 0sszekottetéseinek lateralis
kiterjedése lényegesen nem kiilonbozott, a CMF kisebb értéke miatt a horizontalis
eredményezik (Sur és mtsi., 1980; Friedman és mtsi., 2008). E funkcidval 6sszhangban
elséként mutattuk ki, hogy az éarean beliili kapcsolatokhoz hasonloan az inter-arealis
keresztezve anizotrop eloszlassal jellemezhetdk.

Az IOS kiterjedésével Osszehasonlitva kimutattuk a kiilonb6z6 6sszekottetések
(intrinzik, FF és FB) szerepét a populacios valaszban (Id. bovebben alabb). Mérési
eredményeink alapjan pontositani tudtuk és kiegészitettiik az informacidédramlas irdnyara
az el6zo fejezetben tett megfigyeléseinket. Az aredk kozott ugyanis aszimmetrikus a
kommunikéci6 abban az értelemben, hogy area 3b-ben az area 1-bol eredd visszacsatolas
axonfoltjainak laterdlis eloszlasa hasonld kiterjedésli, mint az intra-aredlis
Osszekottetéseké €s nagyobb, mint az area 3b-bdl eredd felszallopalya afferens teriilete
drea 1-ben. Osszességében a két szomszédos, reciprok kapcsolatban 4llo 4rea
Osszekottetéseinek dsszehasonlitasa megfeleltethetd a latokérgi adatoknak (Angelucci és
Bressloff, 2006; Markov és mtsi., 2013b, 2014b) és 1ényeges informacidt szolgaltatott a

koztes szintli kanonikus halézati motivum szerkezetérdl (82. 4bra).

2. A szomatoszenzoros kérgi dsszekottetések laterdlis eloszldsdnak hierarchikus jellemzdi
a. Az 6sszekottetések lateralis eloszlasa

Az agykéregben a konnektivitds szerint meghatarozott hierarchia altalaban az
asszociacios palyak rétegeloszlasanak azonositasan alapul; az idegi kapcsolatok lateralis
eloszlasanak hierarchikus jellemzdit latokérgi adatokbol ismerjiik (Angelucci és
Bressloff, 2006; Markov ¢és mtsi., 2013b, 2014b). A latokéreghez hasonldan a
szomatoszenzoros kéregben a visszacsatolasért felelds projekcids neuronok és efferens
kiterjedéssel jellemezheték, mint az erdsen lokalizalt felszalld péalya (Angelucci és
Bressloff, 2006; Markov és mtsi., 2014b).

A populacios valaszért (pRF) felelds halozat feltérképezésére tett kisérletlink arra
az eredményre vezetett, hogy az aredn beliil vetitd neuronokat nagy siirliségben

tartalmazo teriilet hasonld méretii, mint az IOS-teriilet és er6sen at is fed azzal. A felszallo
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palya afferensei homotdp teriiletek populdcids aktivitdsat azonosité 1OS-teriiletet
célozzak, mig a visszacsatolas afferensei heteroldg szomatotdpias reprezentaciokat is
elérnek, ami Osszhangban van Juliano és mitsi. (1990) palyajel6léssel kombinalt 2-
dezoxigliikoz jeloléssel kapott eredményeivel. A latokérgi mintanak megfeleléen a
visszacsatolas efferens axonfoltjainak heterolég szomatotopids lokalizacigja felveti a
palya szerepét az ecRF kialakitdsdban a szomatoszenzoros kéregben is (Angelucci és
Bressloff, 2006). Eredményeink, miszerint a visszacsatolas axonfoltjai nagyobb teriileten
ugyanakkor kisebb stirtiséggel szorodtak ¢€s gyakran a vetitdé neuronokat kisebb
stiriségben tartalmazo teriiletekre lokalizalodtak ugyancsak Osszeegyeztethetd a
visszacsatolas aktivitast modulald szerepével, ellentétben az erésen konvergens felszallo
palya fiziologiai tulajdonsagat tekintve meghajto hatdsaval (Angelucci és Bressloft, 2006;
Markov és mtsi., 2013b, 2014b). Angelucci és mtsi. (2002) azt is kimutattak, hogy V1-
ben a visszacsatolas lateralis kiterjedése a hierarchikus tavolsag novekedésével egyre
extenzivebbé valik. Hasonloképpen area 3b-ben a magasabb rendii areakbol (pl. area 5;
Pearson és Powell, 1978; Burton és Fabri, 1995) eredd visszacsatolés lateralis kiterjedése
nagyobb lehet mind az area 1-bdl eredd visszacsatolasénal, mind az erdteljes arean beliili
efferentacid axonfoltjainak lateralis eloszlasanal.

Az Osszekottetések horizontalis kiterjedése altal reprezentalt, CMF segitségével
meghatdrozott borfeliilet méretét figyelembe véve area 1 joval nagyobb periférids
bemenetet integral, mint area 3b. Ez igaz az aredn beliili kapcsolatokra valamint a
visszacsatolas eredetét jelentd inter-arealis vetitd neuronokat tartalmazo kérgi teriiletre.
Mig tehat area 3b-ben a viszonylag nagy kérgi teriiletet lefedé visszacsatolas efferens
axonfoltjainak laterdlis eloszldsa 4altal reprezentdlt borfelillet mérete nagyjabodl
megegyezik azzal, amit area 3b intra-arealis efferenseinek lateralis eloszlasa reprezental,
bérreprezentacidja miatt a visszacsatolas efferens axonfoltjai heteroldg szomatotdpias
informaciot kozvetitenek 4rea 3b-be. Osszegezve, area l-ben a laterdlis kérgi
Osszekottetések joval kiterjedtebb periférids integraciot eredményeznek, mint area 3b-
ben, ami dsszhangban van a nagyobb, tobb ujjra terjedd6 RF mérettel és komplex RF

tulajdonsagokkal area 1-ben (Sathian, 2016; Yau és mtsi., 2016).

b. A vetitd neuronok klaszterezédése

Eredményeink szerint a vetitd neuronok eltéré térbeli csoportosulassal

jellemezhetok a két areaban. Area 1-hez képest area 3b-ben a klaszterek nagyobb szama
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az idegsejtek erésebb klaszterképzd hajlamat jelzi. Erdekes, hogy a latokéregben V1 és
V2 6sszekottetéseiben a vetité neuronok erésebb csoportosulasa figyelheté meg V1-ben
Gilbert és Wiesel (1989), Jeffs és mtsi. (2009), valamint Negwer ¢s mtsi. (2017)
kozleményeiben az abrak alapos tanulmanyozasaval. Markov és mtsi. (2014b) a
szupragranularis rétegben mutattak ki retrograd jellt neuronok koncentréltabb eloszlasat,
ill. nagyobb topografiai specificitasat az inter-arealis kapcsolatokban, latokéregben. Az
infragranularis rétegben nem észleltek klaszteres eloszlast. Esetiinkben az intra- és inter-
arealis Osszekottetések egyarant nagy szupragranularis arannyal jellemezhet6k mindkét
szomatoszenzoros areaban. Felmeriil, hogy az eltéré klaszterezodés a két area eltérd
sejtstirliségével fligg 0ssze, ami nagyobb area 3b-ben, mint area 1-ben (Sur és mtsi.,
1982). Erdekes, hogy az intra- és inter-arealis jelolés siirtisége nem kiilonbozik olyan
meértékben area 1 beadast kovetden, mint area 3b beadast kovetoen. Ez feltehetben az
arean beliili projekcio erds granularis rétegi jelolédésének kdszonhetd area 3b-ben, ahol
a nagyobb sejtslirliségért elsésorban a granularis réteg felelés (Sur és mtsi., 1982). A
granuldris réteget fOleg serkentd interneuronok alkotjdk, melyek nagy szdmban
jelolodhettek a BDA beinjektalasa soran. A feltevést, hogy area 3b-ben a granuldris réteg
felelés az erdteljesebb klaszterezettségért alatdmasztja, hogy az intra- €s inter-arealis
klaszterszdm jobban kiilonbozott area 3b, mint area 1 beadasok utan. Masrészt a foként
szupragranularis rétegi inter-aredlis projekcidos neuronok klaszterezettsége szintén
nagyobb ara 3b-ben, mint area 1-ben, ami arra utal, hogy a szemcsés réteg csak részben
felelds a két area klaszterszambeli kiilonbségéért. Figyelembe véve, hogy kolumna
méretli  kérgi terliletek Osszekottetéseit vizsgaltuk, eredményeink alatdmasztjak
Herculano-Houzel és mtsi. (2008) felvetését, hogy kiilonboz6 areakban a kolumnak inter-
aredlis Osszekottetéseinek slirlisége az aredk eltérd sejtsiirliségével aranyosan valtozhat.
Az dsszekottetések eltérd mértékii csoportosulasanak egy lehetséges oka, hogy a
klaszterezddés és a RF mérete az egyes aredkban Osszefiigg, és a neuronok, melyek RF
mérete kisebb erdsebben klaszterezédnek. Ennek megfeleléen area 3b-ben, ahol az
idegsejtek RF mérete kisebb, mint area 1-ben, nagyobb szamu klasztert talalunk
(Iwamura és mtsi., 1983a; Sur és mtsi., 1980, 1985). Area 3b-ben az Gsszekottetések
topografikus szervezddését és a vetitd neuronok nagyobb siirliségét szamitasba véve az
erésebb klaszterezddés hozzajarulhat a taktilis hiperérzékenységhez (Mancini és mtsi.,
2012). Erdekes hipotézis lehet az is, hogy magasabb rendii areikban az sszekottetések
kisebb klaszterezettsége a relevans funkciondlis reprezentacié alacsony mintavételi

stirtiségét eredményezi az aredk kozotti interakciokban. Ebben a tekintetben fontos kérdés
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a mintavételi siriiség Osszefliggése a RF eltéré méretével, ill. a kérgi nagyitasi faktorral.
E szerint area 1-ben a nagyobb RF miatt a funkcionalis reprezentacio Kisebb szamu
idegsejt aktivitasabol rekonstrualhatd; masként nézve egyforma méretii neuronpopulécio
nagyobb borfeliiletet reprezental area 1-ben, mint 3b-ben. A nagyitasi faktor altal
meghatarozott populdciés valasz méretébdl kiindulva elképzelhetd, hogy magasabb
hierarchia szinteken kisebb szamt neuron aktivitasa elegend6 az elsddleges szenzoros
informaci6 reprezentdldsahoz, mint az elsddleges ¢érzokéregben. E kérdések
megvalaszoldsa tovabbi kutatasokat igényel. Az, hogy az agykérgi halozatban a
projekcios neuronok klaszterezddése az osszekottetések fontos hierarchikus tulajdonsaga
Osszhangban van mas agykérgi aredkra jellemzo tulajdonsagok, mint a konnektivitas,
funkciondlis reprezentaciok és citoarchitektura hierarchikus viszonyoknak megfeleld
valtozasaval (Dombrowski és mtsi., 2001; Hilgetag és Grant, 2010; Barbas, 2015; Barbas
¢és Garcia-Cabezas, 2016; Hilgetag és mtsi., 2016).

3. Az 6sszekottetések szerepe az RF kialakitdsdban

A tanulmanyunkban feltérképezett sszekottetések lateralis eloszldsa megegyezik
a latokéregben ismert eloszlasnak €s ezaltal feltehetd, hogy a RF centrumat 1ényegében a
felszallo palya aktvitasa alakitja, mig a visszacsatolas az arean beliili sszekottetésekkel
egylittesen alakitjadk az ecRF-t magaba foglal6 perifériat a szomatoszenzoros kéregben is
(Girard és Bullier, 1989; Bullier és mtsi., 1996; Hupé és mitsi., 1998; Bair, 2005;
Angelucci és Bressloff, 2006; Harrison és mtsi., 2007; Bardy és mitsi., 2009). Az
Osszekottetések — anizotrop  eloszlasanak  meghatarozasa tovabbi  funkcionalis
kovetkeztetésekre ad lehetdséget, ugyancsak a latokéregben leirtakhoz hasonldoan
(Sincich és Blasdel, 2001). A kiilonboz6 Osszekottetések eloszlasanak hasonld
orientacidja meghatdrozza a térbeli integraci6 funkciojat, ami eredményeink szerint a 3b
¢és 1 aredk alkotta halozatban az ujj reprezentaciokat keresztezve elsdsorban a kiilonb6zd
ujjakbol szarmazd informacid integracidja. Fontos megjegyezni, hogy az inter-arealis
viszonyaban ez az areédn beliili 6sszekottetésekhez hasonlo orientaciot mutatott.

Az eredményeinkben felvazolt halézat ugyancsak szerepet jatszhat az egysejt
szinten kimutatott taktilis almodalitasok integracidjaban area 3b-ben. Pei és mtsi. (2009)
kimutattak, hogy area 3b-ben az idegsejtek jelentds hanyadara jellemz6é mind a gyorsan
valamint a lassan adaptalodo valasztulajdonsag. A szerzok szerint a kevert RF tulajdonsag

a kiilonb6z6 mechanoreceptorokbdl eredd felszallo palyak talamokortikalis kapcsolatok
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konvergenciajanak eredménye area 3b-ben. Azonban, szamitasba véve a viszonylag
hosszu ingerlést (> 62 ms) és az ingerlés ¢és idegsejt-valasz kozotti késleltetést (> 100 ms)
targyalasra keriild, tanulmanyukban leirt reciprok, gyorsan vezetd axonalis
Osszekottetésen keresztiil az area 1 valaszaiban nagy szdmban mérhetd gyorsan
adaptalodo RF-tulajdonsag (Paul és mtsi., 1972) a mért id6tartam alatt eljuthat area 3b-
be. Ezt a feltevést alatamasztja, hogy a gyorsan adaptalodo hatas kései OFF valaszként
jelentkezett a kevert valasztulajdonsagi idegsejtek aktivitdsaban. Az integracio
ugyancsak megvalosulhat az almodalitas specifikus kolumnak (Sur és mtsi., 1981; Chen
és mtsi., 2001; Reed és mtsi., 2010a,b) interakcidjaval az arean beliili 6sszekottetéseken
keresztiil area 3b-ben. Tovabba, az almodalitasok area 3b-hez hasonldé modularis
reprezentacioja area 1-ben (Friedman és mtsi., 2004) felveti az integracié iterativ, intra-
¢s inter-aredlis interakciokon keresztill megvaldsuld folyamatdnak lehetdségét is.
Hasonlo, az osszekottetések kozotti rekurziv kdlesonhatasokon alapul6d kérgi integraciot

javasolt Rockland (2015) l14tokérgi adatok alapjan.

4. A populdcios valasz hdlozati alapjai az agykéregben

Eredményeinkbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy egy kolumna méretii kérgi teriilet
bemenetét jelentd vetitd neuronok, és a célteriiletet meghatarozo efferens axonfoltok
lateralis kiterjedése az Osszekottetések altal meghatarozott kérgi hierarchiaban elfoglalt
poziciotol fiigg. Emberben végzett fMRI kisérletek eredményei szerint V1-ben és a vele
Osszekottetésben allo latokérgi aredkban a pRF és a CMF méretek kozotti 6sszefliggés az
agykeregi jelfeldolgozo architekturat jellemzd univerzalis tulajdonsdga (Harvey és
Dumoulin, 2011). Harvey és Dumoulin (2011) allitasa szerint a hierarchiaban kozeli
areak esetén az inter-arealis kommunikacié azonos méretli feldolgozd egységekre,
modulokra épiil. Tanulmanyunkban az [0S-areaval azonositott pRF mérete jo
megegyezést mutatott az aredn beliil vetitd neuronok lateralis kiterjedésével és, area 3b
intra-arealis kapcsolatait kivéve, az egyedi AFCS-k méretével. Hasonléan V1-hez, ahol a
pRF mérete az excentricitastol fiiggden forditottan aranyos a CMF-al (Harvey és
Dumoulin, 2011), az 10S-area is nagyobb volt area 3b-ben, mint a kisebb CMF-al biro
area 1-ben (Friedman és mtsi., 2008). Ennek megfeleléen mind az afferens és efferens
teriilet nagyobb bdrfeliiletet reprezentalt area 1-ben, mint area 3b-ben csakugy, ahogy a
latokéregben a pRF mérete a CMF csokkenésével aranyosan né (Harvey és Dumoulin,

2011). Az osszekottetések lateralis eloszlasaval kapcsolatos eredményeink alapjan a pRF
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méretét meghatarozo konstans méretii kérgi egységek interakciojara vonatkozoé javaslat
(Harvey és Dumoulin, 2011) annyiban modosulhat, hogy az aredk kdlcsonhatasaban részt
vevo teriilet mérete a hierarchikus viszony fiiggvényében valtozik. Eredményeinkbdl arra
kovetkeztetiink, hogy az agykéregben hasonld méretiik miatt a populacios valasz (10S-
tertilet) alapjat a shriin tomoriild projekcidos neuronokkal atfedé efferens axonfoltok
egymasra hatasa képezi. Az aktiv kérgi teriilet mérete azonban a tavoli teriiletekre vetiild
intra-arealis efferensek valamint a visszacsatolasok axonfoltjainak aktivitdsa miatt
megnovekedhet, kiilondsen éber allapotban (Chen és mtsi., 2005). Annak tiikrében, hogy
a latokéregben a konnektivitas hasonlo architekturdja feleltethetd meg a RF struktiranak,
beleértve az ecRF-t (Angelucci és Bressloff, 2006) valamint hogy az Osszekdttetések
modularis szervezddése altalanos kérgi tulajdonsag féemlésokben (Lund és mtsi., 2003),
két szomszédos kérgi area kolumna szintli 6sszekottetésivel kapesolatos eredményeink
alapjan feltehet6, hogy a koztes, populacid-szintli feldolgozas alapjat egy altalanos
haldzati motivum képezi. Ez a koztes szinti, hierarchikusan szervezett haldzati motivum
neurobioldgiai alapjat képezheti az egyre bonyolultabb valasztulajdonsagok (RF), ill.
reprezentaciok kialakuldsanak az agykéregben.

A kanonikus modul a kdvetkezo megfigyeléseken alapul: a kolumna méreti kérgi
teriilet meghataroz6 bemenetét az arean beliili vetité neuronok adjak, ami célteriilete a
kisebb lateralis kiterjedésli, alacsonyabb szintli aredkbol érkezd felszallo palya
axonfoltjainak; e két palya hatdrozza meg az idegsejtek klasszikus RF-t. A kolumnat célz6
inter-arealis felszallo palya és visszacsatolas eredetét képezé sirii projekcios
neuroncsoport kisebb lateralis kiterjedése miatt az intra-arealis bemenetet képezo idegsejt
csoport részhalmaza lehet, vagy attol elkiiloniilt neuronok populacidja. Az inter-arealis
felszallo efferens palyak axonfoltjai atfednek a szomszédos area egy kolumnajaba vetitd
felszallo palyat vagy visszacsatoldst képezd neuronok alkotta afferens teriiletet
meghataroz6 1idegsejt csoporttal. Ezzel ellentétben a szomszédos areabol eredd
visszacsatolast 1étesitd axonfoltok az intra-aredlis efferens axonfoltokkal egyiitt az intra-
aredlis vetitdé neuronok afferens teriiletén tul nyuld teriiletet innervalnak. Nagyobb
hierarchikus kiilonbség esetén azonban a visszacsatolas axonfoltjai nagyobb horizontalis
tertiletet fedhetnek le. Az areéan beliili és a visszacsatolas efferens axonfoltjai tehat fontos
szerepet jatszanak az ecRF kialakitasaban. A funkcionalis szelektivitasban pedig az
Osszekottetések anizotrop eloszlasa jatszik kiemelkedd szerepet. Topografiai okok miatt
hasonlo szerepe lehet a klaszterezettségnek: a részletgazdag topografiaval jellemezhetd

alacsonyabb rendii aredkban a vetitd neuronok és az intrinzik axonfoltok erdsebben
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csoportosulnak, csakugy, mint a felszallo efferens axonfoltok. Ezzel szemben a
visszacsatolas és a magasabb rendii areak intrinzik axonfoltjai lazabb térbeli struktiraval

jellemezhetok. A kanonikus haldzati modellt a 82. abra szemlélteti.

C. Az élek szerkezete és szerepe az agykérgi kommunikacio dinamikajaban:
axonok és axonvégzddések strukturalis jellemzdi

|. Mddszertani megfontolasok

A szabalyos intervallumu metszetsorozatokon az axonalis Osszekottetéseket csak
egy-egy metszetre korlatozd6do axon szakaszok rekonstrukciojaval tanulmanyozhattuk.
Ahhoz, hogy az egyes axonalis palyak szerepér6l pontosabb képet alkothassunk
szlikséges az axonok folytatolagos, metszet sorozatokon keresztiil torténd részletesebb
feltérképezése. Enélkiil csak indirekt koveteztetéseket vonhatunk le azok funkcionalis
szerepét illetden. Ugyanakkor a nagyszamu axon szakasz feltérképezése elegenddnek
bizonyult az eloszlasi mintazatok 1ényeges tulajdonsdgainak meghatdrozasahoz. Azt is
meg kell emliteni, hogy a vastag, boutonokat nem formal6 axonok mileinhiively boritasat
csak intracellularis jeloléssel, elektronmikroszkoppal és/vagy tobbszords jelolés
alkalmazaséaval lehet teljes bizonyossaggal megallapitani.

A szinaptikus strukturak, esetiinkben az axonvégzddések finomszerkezetének
meghatarozasat az afferens eredetének azonositasa céljabol alkalmazott szoveti festési
technikdk nehezitik. Az elterjedt és altalunk is alkalmazott csapadék kivalast
eredményez6 modszer elfedi az ultrastruktira finom részleteit, pl. kizarhatja a szinaptikus
agykéregben a neuronhalozatok komplexitasa miatt (kéreg alatti 6sszekottetések, lokalis
haldzatok, tavoli intrinzik és areak kozotti 6sszekottetések, kallozalis palyak) 1ényeges a
kiilonbozd eredetli palyak azonositasa (1d. Bevetés, A. alfejezet utolsé bekezdés és D.II.
alfejezet). A szinapszisok szerkezetének meghatdrozasa egyetlen metszési sikja alapjan
szintén nehézségekbe litkozik, amennyiben a minta méretét korlatozza pl. az esetiinkben
alkalmazott BDA-jelolés. Még az altalanosan elterjedt modszerrel, a szinaptikus
kontaktus egyértelmii azonosithatdsaga (pre-, és posztszinaptikus membran specializacio
¢s a szinaptikus rés), sem zarhat6 ki, hogy l1ényeges részletek kiatlagolodnak a populéciod
statisztikai jellemzése soran. Erre a problémara a teljes 3D rekonstrukcié ad megoldast.
Ez azonban jeloléssel azonositott strukturak esetén, ahol a korszeri, nagy
ateresztOképességli, automatizalt modszerek nem vagy korlatozottan alkalmazhatok,

rettentden iddigényes feladat.
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A nagyméretli kérgi boutonok 0Osszehasonlitd vizsgalatdban a mintank kis
elemszama rontja az eredmények jelentOségének megitélését. Az alkalmazott mddszer
hatékonysaganak probajaként elemzésiinket nagy elemszami human mintan is
elvégeztiik. Mindkét mintaval hasonl6 eredményeket kaptunk, ami egyrészt mutatja, hogy
a PCA hatékony modszer. Ezt az egyvaltozos tesztekkel egybehangzé eredmények is
alatamasztatjak. Masrészt noveli az eredmények alapjan levont kovetkeztetéseink

megbizhatosagat.

Il. Agykérgi kommunikacids csatornak a szomatoszenzoros kéregben:
axonmorfoldgia

Az axonmorfologidra vonatkozd megfigyeléseink egyik figyelemre méltd
eredménye volt, hogy a nagyszamu boutont képezd, csupasz és tobbnyire vékony rost
kozott kisebb szamban jellegzetes sima lefutasi, vastag axon szegmensek is jeldlodtek
mindkét szomatoszenzoros kérgi areaban. A rekonstrudlt axon szakaszok eloszlasabol
arra lehetett kovetkeztetni, hogy mig a vékony és csupasz axonok hosszil tavia
Osszekottetést 1étesitenek arean beliil és azok kozott egyarant, addig a vastag rostok
dontéen inter-arealis sszekottetéseket alakitanak ki. Az el6z6 fejezetekben targyalt arean
beliili és azok kozotti 6sszekottetési mintazatok kialakitdsaért nagymértékben a csupasz
rostok felelések. A boutonokkal nem tarkitott, vastag rostok térben korlatozott, erédsen
topografikus eloszlasa, valamint, hogy mindkét area injekciojat kovetden jel6lddnek arra
utal, hogy a homolog ujjbegy reprezentaciok kozotti inter-arealis, reciprok
kommunikacid egy szelektiv csatorndjat képezik 3b és 1 aredk kozott.
Elektronmikroszkopos megfigyeléseink alapjan feltehetd, hogy a vastag és boutonokat
nem formald axonok mielinizaltak, hasonléan a fehérallomanyt képezd axonokhoz
(Liewald és mtsi., 2014; Vanni és mtsi., 2020). Eredményeink &sszhangban vannak a
latokérgi megfigyelésekkel (Angelucci és Bressloff, 2006) és arra utalnak, hogy az
agykéregben a felszallo palyak és visszacsatolasok a lassabb vezetOképességli, vékony és
boutonokat formald, csupasz rostok mellett a szomszédos areak gyors dinamikaju
interakcidjat biztositd vastag, mielinizat axonokbol allnak. Ez a kovetkeztetés
Osszhangban van az idegsejtek aktivitdsdnak korrelacioiban altalunk mért késleltetetéssel
(1d. Diszkusszié B.II.1 fejezet). A gyors kommunikéciot lehetdvé tevd axonalis palyak
funkciondlis jelent0ségét bizonyitja, hogy a latokéregben, V1-ben a receptiv mezd
centrumanak ¢€s periféridjanak aktivitasat rovid késleltetéssel képesek modulélni inter-

arealis palyak (Angelucci és Bressloff, 2006). A kis késleltetést biztosito informaciocsere
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area 3b és 1 azonos pRF-t reprezentald kérgi teriiletein folyd informaciofeldolgozas
kolesondsen gyors frissitését eredményezheti. Mindazonaltal tovabbi vizsgélatot igényel
a korlatozott lateralis eloszlassal rendelkezd vastag axonokbol allé palya pontos
szerepének meghatdrozasa a RF tulajdonsagok kialakitasdban a szomatoszenzoros

kéregben.

l1l. Agykérgi kommunikacids csatornak a szomatoszenzoros kéregben: az
axonvégz8dések szerkezete

1. A hatékony és adaptiv jeldtvitel morfologiai jellemzéi: a talamokortikdlis
axonvégzédés

Kvantitativ elektronmikroszkopos moddszerekkel bizonyitottuk, hogy rézusz
majomban, a PFC kozépsd rétegeiben Gray I-es tipusu szinapszist 1étesitd, magasabb
rendi MD magbo6l szarmazé afferensek végzddései hasonléoan nagyméretiiek, szamos
mitokondriumot tartalmaznak ¢s komplex elrendez6désti szinaptikus membran
specializacioval jellemezhetdk, mint az elsddleges szenzoros kérgi talamokortikalis
végzddések (Freund és mtsi., 1985, 1989; Staiger és mtsi., 1996). Tovabba, sajat és masok
eredményei arra utalnak, hogy a talamokortikélis axonvégzddések ultrastrukturaja faji
eltéréseket sem mutat, azaz univerzalis jellemzokkel bir (rézusz majom és macska:
Freund és mtsi., 1985, 1989; patkany: Staiger és mtsi., 1996). Eredményeink azt is
alatamasztjak, hogy mas kérgi teriiletekhez hasonléan a jelolt MD-afferensek
szinapszisaihoz hasonl6 ultrastruktirdja miatt a PV alkalmas markere a talamokortikalis
végzddéseknek a PFC-ben is (Jones és Hendry, 1989; Jones, 1998). Szemben az
azonositott talamokortikalis axonvégzédésekkel a tanulmanyunkban kontrollként
hasznalt jeldletlen, nagy valoszinliséggel dontden kérgi eredetli szinaptikus boutonok
atlagos mérete viszonylag kicsi, ami szintén megfelel az irodalmi adatoknak. Patkanyban
példaul, a barrel kéregben kortikotalamikus piramissejtek rekurrens kollateralisainak
axonveégzddése kisebb, mint a talamokortikalis végzddések mérete ugyanott (Staiger és
mtsi., 1996).

Mas szerzOk eredményeivel Osszhangban, akik egyrészt kimutattdk, hogy a
talamokortikalis szinapszisokat t6bbszords kontaktus jellemzi (Freund és mitsi., 1985,
1989) valamint, hogy a kérgi eredeti axonvégzddések szinapszisai egyszerliibb
felépitéstiek, tobbnyire egy kontaktust 1étesitenek (Schikorski €s Stevens, 1997, 1999),
kimutattuk, hogy a PFC-ben a MD-bdl ered6é talamokortikalis végzédések nagyobb

aranyban képeznek tobbszoros kontaktust, mint a kdrnyezd neuropilben taldlhato
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ismeretlen, feltehetden foként kérgi eredetli axonvégzddések. A tobbszords kontaktusnak
koszonhetbden a talamokortikalis jelatvitel nagy megbizhatosaggal miikodik (Gil és mitsi.,
1999; Amitai, 2001). Ezzel szemben az egyszeres kontaktussal, azaz jelatvivé anyag
felszabadulasi hellyel rendelkezd szinapszisokon keresztil a jelatvitelt kisebb
megbizhatdsag jellemzi (Gil és mtsi., 1999).

Funkcionalis szempontbol ugyancsak fontos megfigyelés, hogy a talamokortikalis
végzddésekben nagy a mitokondriumok eléforduldsi valdszintisége. Korabbi
elektronmikroszkopos munkakban szintén kovetkezetesen emlitésre keriilt a
talamokortikalis axonvégzédések mitokondrium tartalma (Freund és mtsi., 1985, 1989;
Staiger és mtsi., 1996). Az axonvégzédésekben a mitokondriumok kiilonb6zo
feladatokban vesznek részt és lényeges szerepet jatszanak a boutonok dinamikai
jellemzobinek kialakitasaban (Brodin és mtsi., 1999; Scotti és mtsi., 1999). Tébbek kozott
felmeriilt, hogy szdmuk és elhelyezkedésiik befolyasolja a transzmitter felszabadulas
id6ébeli mintazatat (Brodin és mtsi., 1999). A talamokortikalis szinapszisokat erdés rovid
tavu depresszio jellemzi, ami feltehetden preszinaptikus mechanizmusoknak kdszonhetd
(Amitai, 2001; Chung és mtsi., 2002). A mitokondriumok képesek az intracellularis
ezek az eredmények felvetik a mitokondriumok szerepét a talamokortikalis végzodésekre
jellemzd rovid tava szinaptikus depresszioban a jelatvivé anyag kalcium-fliggd
felszabadulasanak gatlasaval.

Osszességében a talamokortikalis szinapszisokat jellemzd tobbszords kontaktus
¢s a feltehetden mitokondriumtdl fiiggd révid tava depresszio a hatékony és a valtozo
koriilményekhez gyorsan adaptalddo jelatvitel morfologiai indikatorai. Viszonylag nagy
méretiiket részben indokolhatja a specifikus dinamikai tulajdonsagok kialakitasdhoz
sziikséges apparatus helyigénye. Ezzel szemben az agykéregben a neuropilben a
boutonok tobbnyire agykérgi eredetiiek és, bar atlagosan kisméretiinek mondhatok, az
agykéreg komplex neuron halozatainak heterogén szinaptikus szervezddését tobb adat is
alatamasztja (pl. Sherman és Guillery, 1998; Halassa és Sherman, 2019; Yakoubi és mtsi.,
2019a,b).

2. Pdrhuzamos kommunikdcios csatorndk az agykérgi hdlozatban: kortiko-kortikdlis
axonvégzédések morfoldgiai osztalyozdsa

Mind a korrelacids analizis és a PCA segitségével a jelolt axonvégzddések két

csoportjat kiilonboztettiik meg, egy nagy, és egy kisméretii szinaptikus boutonokbol allot,
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melyek morfoldgiai tulajdonsdgai megfeleltethetok az 1. és 2. tipusoknak (Petrof és
Sherman, 2013). A boutonok felszine és térfogata kozotti erds korrelacido objektiv
modszernek bizonyult a boutonok csoportositasaban. A fény- és elektronmikroszkdppal
azonositott csoportok eltérését a boutonok bonyolult, szabalytalan forméja okozhatta, ami
a 2D fénymikroszkopos vetiiletben nagyobbnak vagy kisebbnek tiinhet, mint a 3D EM
rekonstrukcidoval meghatarozott méret, kiilondsen a FM felbontasanak hataran mérve. A
PCA alatamasztotta a korrelacidval kapott klasszifikacio megbizhatdsagat azaltal, hogy a
boutonokat hasonldéan csoportositotta. A szinaptikus boutonok felszine ¢és térfogata
kozotti erds korrelacid szoros kapcsoltsagot jelez, ami arra utal, hogy a membranhoz
kotott valamint a citoplazmaban lokalizalodd méasodlagos jelatviteli utak szorosan
Osszefliggenek.

Az agykérgi axonvégzddések osztalyozasdban a boutonok méretének fontossaga
melletti tovabbi bizonyitékul szolgalt az emberi temporalis lebeny vizsgélata (Yakoubi
és mtsi.,, 2019a; Yakoubi és mtsi.,, 2019b). Ellenérvként felhozhatd, hogy human
mintdban a PCA valamint a feliilet és a térfogat kozotti korrelacio csak a boutonok réteg-
lokalizacidjanak ismeretében eredményezte a kis és nagy boutonok egyértelmii
elkiiloniilését. A majom szomatoszenzoros kérgi és a human adatok kozott azonban
fontos kiilonbség volt, hogy elébbiben a boutonok eredetét palyajeloléssel azonositottuk,
mig a human temporalis kérgi axonvégzddéseket ismeretlen eredetli afferensek valtozatos
populacidja alkotta. E kiilonbség figyelembe vételével az emberi halantékkéreg
boutonjainak szegregacids tendencidja még meggy6zobb, €s arra utal, hogy a boutonok
méret alapjan torténé azonositisa érvényes és univerzalis szabalyszeriiség. Ezek az
eredmények egylittesen ramutatnak a kvantitativ 3D elektronmikroszkopia fontossagara
az agykérgi boutonok osztalyozasaban, valamint a bouton-méret, mint megkiilonboztetd
tulajdonsag hasznossagara, ami Onmagaban mas szerkezeti elemek, példaul
mitokondriumok, szinaptikus vezikuldk és PSD, méretétdl és szamatol fliggd valtozo.

A feliilet- és térfogatmérésekkel a szinaptikus boutonok két osztalyat sikertilt
azonositani. A legnagyobb gyakorisaggal el6forduld kisméretiit, amely egyetlen,
tobbnyire dendrittiiske-szinapszist alkot és tobbségében mitokondriumot tartalmaz. Ez a
tipus megfeleltethetd a Sherman és munkatarsai definicigja szerinti 2. tipusu
axonvégzoédésnek (Covic és Sherman, 2011; Petrof és Sherman, 2013). A masodik
csoportot nagyobb boutonok alkottdk, amelyek szintén tartalmaznak mitokondriumokat,
de a kis tipussal ellentétben gyakran l1étesitenek szinapszist lebenyes PSD-n keresztiil. Az

ilyen tipusu boutonok ultrastrukturalis jellemz6i megfeleltethetok Sherman és
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munkatarsai (Petrof és Sherman, 2013) altal leirt 1. tipusnak. Az 1. tipusi bouton
jellemzése elsésorban a talamokortikalis projekciok és a nagy, 5. rétegi kortikotalamikus
axonvégzodések alapjan keriilt meghatarozasra. A nem-human féemldsok agykérgében a
talamokortikalis végzddések tobbszoros szinapszist alkotnak, és szdmos mitokondriumot
tartalmaznak, hasonléan a felszallo kérgi afferensek és az amygdalo-hippokampalis
palyak szinapszisaihoz (Anderson és mtsi., 1998; Anderson és Martin, 2006; Wang ¢és
Barbas, 2018; Zikopoulos ¢és Barbas, 2007). A szomatoszenzoros kéregben a szinaptikus
boutonok csupan kis héanyaddra jellemzd a tOobbszoros PSD. Ugyanakkor, a
talamokortikalis és a felszallo kérgi axonvégzédések szinapszisai sok esetben komplex,
lebenyes PSD-vel jellemezhetdk, (rézusz majom: Anderson és mtsi., 1998; Zikopoulos és
Barbas, 2007; egér: Rodriguez-Moreno és mtsi., 2018), hasonléan az altalunk leirt
szomatoszenzoros kérgi nagy boutonokhoz. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a
szomatoszenzoros kéregben a nagy axonvégzodések sok kozos vonast mutatnak az 1.
tipusa kérgi és talamokortikalis szinapszisokkal. E hasonlosdgok ¢s a korabbi
eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a szomatoszenzoros kéregben a nagy
boutonok szinapszisai nagy hatékonysdggal rendelkeznek és erds posztszinaptikus
valaszokat valtanak ki (Amiati, 2001; Chung és mtsi., 2002; Ganeshina és mtsi., 2004;
Groh és mtsi., 2008; Petrof és Sherman, 2013; Pelzer és mtsi., 2017).

A fékomponens-elemzés eredménye szerint a mitokondriumok mérete szintén
megkiilonboztetd tényezd volt az agykérgi axonvégzddések osztilyozasaban. A PCA
eredményével Osszhangban az egyvaltozos Osszehasonlitasok is a mitokondriumok
feliilet és térfogat értékeinek axonvégzddeések kozotti jelentds eltéréseit eredményezte,
tovabba, korabbi eredményekkel 6sszhangban felfedte, hogy a mitokondriumok mérete a
boutonok méretével aranyosan skalazodik (Eyre és mtsi., 2007; Germuska és mtsi., 2006;
Pierce és Lewin, 1994; Rodriguez-Moreno és mtsi., 2018). Mivel a mitokondriumok
egyszerre szolgalnak energiaforrasként és Ca?*-raktarként, potencialisan meghatarozzak
a szinaptikus jelatvitel dinamikajat (Vos és mtsi., 2010). Bar nem ismert, hogy a nagy
végzédésekben a mitokondriumok megndvekedett mérete nagy energia- vagy Ca?*-
szlikségletének koszonhetd-e, ezek az eredmények jabb bizonyitékot szolgaltatnak arra,
hogy az aktivitas hatassal lehet a boutonok méretére (Pierce és Lewin, 1994). A Kis
boutonokban trendszerlien, nem szignifikdns kiilonbségként, megjelend egységnyi
boutonméretre vonatkoztatott nagyobb relativ mitokondriumméret alapjan felmeriil, hogy
a mitokondriumok funkcioira valamivel nagyobb sziikség van, mint a nagy boutonokban.

Hasonl6 tendencia mutatkozik a PSD méretében is az egységnyi mitokondriummeéretre
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vonatkoztatva. Azonban a kis végzddésekben a nagy boutonokhoz képest kisebbek a
mitokondriumok, ami arra utalhat, hogy a mitokondriumok nem kifejezetten a szinaptikus
funkciokban, példaul a Ca?*-fiiggd jelatvitelben, vesznek részt. Ebben az osszefiiggésben
a kis boutonokban az egységnyi feliiletre esd, jelentdsen nagyobb PSD nagyobb
szinaptikus aktivitdsra, ezéltal a nagy boutonokkal Gsszehasonlitva nagyobb
energiaigényre utal, kiilonosen, ha miikddésiik facilitalo jellegét is figyelembe vessziik
(Petrof és Sherman, 2013).

Vizsgalataink tovabbi emlitést érdemlé eredménye, hogy a PSD mérete ¢€s
valdsziniileg alakja is invarians tulajdonsagok. A PSD invarians mérete kordbban is
ismert volt (Germuska és mtsi., 2006; Karbowski, 2014; Rodriguez-Moreno és mtsi.,
2018) (ugyanakkor lasd Eyre és mtsi., 2007; Hsu és mtsi., 2017). Kovetkezésképpen a
PSD relativ mérete (PSD teriilet/bouton feliilet aranya) nagyobb a kis boutonok esetében,
mint a nagy boutonoknal, ami alatamasztja a feltételezést, hogy kis boutonokban a

nagyobb relativ mitokondrialis méret a nagyobb energiaigény kdvetkezménye.

3. A szomatoszenzoros kérgi 6sszekdttetések szinaptikus szervezédésének funkciondlis
jelentésége

Az, hogy a szomatoszenzoros kéreg kapcsolatait kis és nagy axonvégzédések
alkotjak, Osszhangban van fdemlosok mas agykérgi teriiletein végzett korabbi
megfigyelésekkel (Anderson és Martin, 2009; Covic és Sherman, 2011; Innocenti €s
Caminiti, 2017). Azonban rézusz majomban a V1 és V2 reciprok Osszekottetésével
ellentétben, ahol csak a V2 = V1 projekcio all kis és nagy boutonokbol is (Anderson és
Martin, 2009), a mi eredményeink azt mutatjdk, hogy a reciprok inter-aredlis
kapcsolatokat mindkét iranyban heterogén méreti boutonok képezik. Emellett
tanulmanyunkban els6ként mutattunk ki parallel, kis és nagy boutonokat képezd palyakat
tavoli, intrinzik Osszekottetésekben egy aredn beliil. Tovabba, FM megfigyeléseink
szerint a nagy inter-arealis végzddések kisebb populaciot alkotnak, mint az intra-arealis
nagy boutonok. Mdokusmajomban a szomatoszenzoros kéregben az intrinzik €s inter-
arealis palyakra vonatkozd megfigyeléseink a nagy boutonokat Iétesité palyak
szervezddésének faji és/vagy regionalis kiillonbségeire utalnak (Hsu és mtsi., 2017).

Az agykérgi hierarchidban 4rea 1 magasabb szinten all area 3b-nél (Iwamura,
1998; Kaas, 2004; Sur és mtsi., 1980). A nagy boutonok altalunk kimutatott intra-arealis
¢s reciprok inter-arealis eloszldsa 6sszhangban all azon bizonyitékok novekvd szamaval,

amik azt mutatjak, hogy a szinaptikus szervezddés nem tiikrozi egy az egyben az agykérgi
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palyak hierarchikus szervezddését (Anderson és Martin, 2009; Covic és Sherman, 2011).
A szomatoszenzoros kéreg funkcionalisan lassan és gyorsan adaptalodo, valamint Pacini-
modulokra oszthatd (Friedman és mitsi., 2004). A rovid tava szinaptikus depresszio,
amely a meghajté jellegli funkcidkat jellemzi, a szomatoszenzoros kéregben a gyorsan
adaptalodo és/vagy Pacini-palyaval lenne a leginkdbb kompatibilis, amelyek a periférias
ingerekre tranziens valaszokat adnak (Amitai, 2001; Chung és mtsi., 2002; Covic és
Sherman, 2011; Groh és mtsi., 2008; Pelzer és mtsi., 2017; Petrof és mtsi., 2015). Az
agykérgi boutonok merev funkciondlis szegregacidja a lassan adaptalodo palyat alkoto
kis, modulator hatast szinapszisokra €s a gyorsan adaptal6do, ill. a Pacini-palyat képezd
nagy, meghajto jellegli, detonator szinapszisokra azonban valoszintitlen. A 1atokéregben
a rovid tava depresszioval jellemezhetd, detonator tipust talamokortikalis afferensek
(Chung és mtsi., 2002; Petrof és Sherman, 2013) egyarant részt vesznek a magno-, és a
parvocellularis palydk kialakitdsdban. Emellett a palyajelold anyagokat a
szomatoszenzoros kéreg lassan adaptalddé moduljaiba injektaltuk. Hihetdbb elképzelés,
hogy a nagy, detonator jellegli boutonok a szomatoszenzoros agykérgi reprezentaciokban
a RF centrumat képez6 "hotspot"-ot, célozzdk meg, mig a nagyobb szdmu kis, modulalo
hatasti axonvégzddések a receptiv mezd periférikus részébe tovabbitanak informaciot
(Favorov ¢és mtsi., 1987; Reed és mtsi., 2010). Ennek azonban ellentmond, hogy
ugyanabbol a beinjektalt kérgi teriiletbdl eredd kis és nagy boutonok az ultravékony
metszeteken egymas kozelében lokalizalodtak és megkérddjelezi a nagy és kis
boutonoknak a receptiv mezdk kozpont-kornyék szervezddése szerinti funkcionalis
specializacigjat. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy meghatarozzuk a
boutonok e két osztalyanak szerepét a szomatoszenzoros informacié feldolgozasaban.
Tagabb perspektivdban értelmezve az eredményeink, miszerint 1. tipusu
szinapszisokat mind a tavoli intra-areédlis projekciok, mind az agykérgi teriileteket
Osszekotd afferensek képeznek, fliggetleniil attol, hogy melyik areabol szarmaznak,
jobban Gsszeegyeztethetok a log-dinamikus agyi elmélettel (Buzsaki és Mizuseki, 2014).
Ezzel 6sszhangban a nagy, 1. tipust boutonok a BDA-jeldlt boutonok kisebb hanyadat
alkottak, mig a kis, 2. tipusi axonvégzdodések joval nagyobb szamban jelolédtek.
Figyelembe véve a gyors szomatoszenzoros agykérgi palyak létezését, amelyeket a vastag
axonok alkotnak, és amelyekrdl ismert, hogy nagy boutonokat képeznek (Innocenti és
Caminiti, 2017), eredményeink arra utalnak, hogy a nagy boutonok a serkentd neuronok
"gyors tiizelésii kisebbségének" szinapszisait képviselik (Buzsaki és Mizuseki, 2014). igy

az elmélet szerint a nagy boutonok felelosek a taktilis informacidé gyors €s hliséges

215



dc_1938 21

tovabbitasaért a szomatoszenzoros kéreg teljes halozataban, ami a bemenet "legjobb
leképezését" ("best match") biztositja (Petrof és Sherman, 2013; Buzsaki és Mizuseki,
2014). Ezutan, ahogy azt a log-dinamikus elmélet josolja, a funkcionalis reprezentacié a
kis boutonokat képez6 lassan tiizel6 serkenté neuronok hatasara nyeri a végso, részlet
gazdag formdjat. A kis boutonok szerepe feltehetéen a nagy boutonok altal miikodésbe
hozott halézati aktivitds érzékenységének (gain) modulalasa, nem pedig a
szelektivitasanak a meghatarozasa (Petrof és Sherman, 2013; Miller, 2016). Ez a folyamat
vezethet a neuronok eltérdé funkcionalis tulajdonsagainak kialakuldsdhoz area 3b és 1-

ben.

D. A szinaptikus jelatvitel réteg-specifikus, populacio szint( szabalyozasa a
nem-szovetspecifkus alkalikus foszfatazon (TNAP) keresztil

|. Mddszertani megfontolasok

1. A TNAP enzimhisztokémiai lokalizdcidja

A TNAP-aktivitas kimutatasara enzimhisztokémiai modszert alkalmaztunk, mert
a kereskedelmi forgalomban kaphaté antitesteket eredetileg a csont vagy md;j eredetii
TNAP ellen termeltették és specifitidsuk az agyszdvetben nem keriilt bizonyitasra. Az
enzimhisztokémiai modszerrel szemben felhozhato, hogy a TNAP lokalizacidjat tekintve
kisebb a pontossiga, mint pl. az immunhisztokémiai moddszereknek. Az
enzimhisztokémiai lokalizacio pontossagat foként a rendelkezésre allo szubsztratumok
enzim-specificitasa hatarozza meg. A TNAP-aktivitas kimutatasara altalunk hasznalt
NBT-BCIP-reakci6o szelektivitasat jol bizonyitja, hogy tbk. immunhisztokémidban
ellenanyagok jelold molekuldjaként hasznalt alkalikus foszfatdz kimutatasa is ezzel a
reakcidval torténik. Hasonloan, a TNAP szubcellularis lokalizacidjara alkalmazott erds
elektrondenzitast 6lom-citrat reakcido megbizhatosdga elmarad pl. az egyetlen molekula
lokalizaciojat lehetévé tevé immunarany jelolésétdl. Azonban az 6lom-citrat reakcid
elegendd pontossagu az idegsejt TNAP-aktiv kompartmentjeinek azonositasara. A TNAP
pontosabb immuncitokémiai lokalizaciojat, kiilondsen féemldsokben az agyszdvetben

bizonyitottan specifikus ellenanyaggal lehet majd alaposabban tanulmanyozni.

2. A mdsodlagos jelatvivé molekuldris hdldzat elemzése

A halozatelemzéssel kapcsolatban fontos hangstlyozni, hogy a halozati
mérdszamokat a sejt teljes molekularis halozatdnak egy részgrafjabol szamoltuk, és

tovabbi kolcsOnhatasok valamint molekulak bevonasa az altalunk azonositottol eltéro

216



dc_1938 21

molekula-csoportok €s funkciok megjelenését eredményezheti. Nagy valdsziniiséggel
kijelenthetd az is, hogy a nulla be- vagy kimend foku cstcsok és a harom klaszterezési
modszerrel talalt kis, toredékes klaszterek a vizsgalt adatok hianyossaganak jelei.
Masrészrol, valos jelenségek megértésében a funkcionalisan relevans alhalézatokon
végzett vizsgalatok hatékonyabbak lehetnek, mint a sokféle feladatért felelds nagy,
komplex halozatokon végzett kutatasok (Ma'ayan és mtsi., 2005; Christensen és mtsi.,
2007; Ma'ayan, 2008). Valojaban a TNAP szamos olyan kolcsonhatasat ki kellett
hagynunk, amelyek mas, a jelatvitelen kiviili sejtfunkciokban vesznek részt. A
legkomolyabb problémat a TNAP eddig nem ismert interakcidinak hidnya okozta,
leginkabb a TNAP-ra hatoké (bejovo élek), amelyek kis szamban fordultak el a munkank
vonatkoz6 megfigyeléseink, mint példaul a koztiség centralitasok, tobb adat bevonasaval
valtozhatnak. Azonban, az altalunk hasznalt mérészamok hosszu lecsengésti eloszlasat
figyelembe véve, a magas értékek részleges csokkenése, amelyek a halozat fontossagara
utalnak, valdsziniileg csak a kulcselemek rangsordnak megvaltozasat okozna. Ezzel
szemben az alacsony értékek jelentds emelkedése alapvetden 0j informéciot jelentene. A
szoftver alapu adatlekérdezés tovabbi kovetkezetlenségeket eredményezhet, amit a
MAPK, ill. hasonléan az MIR is szemléltet, ami Ggy tlinik csak kozvetetten a tau-n
keresztiil kap bemenetet a TNAP-t6l (Diaz-Hernandez és mtsi., 2010). A TNAP
neuronalis jelatvitelben betdltott szerepérdl teljesebb képet részben 1j adatokkal frissitett,
masészt kibdvitett, mas sejtfunkciokat is reprezentalo haldozatokon végzett tanulmanyok
adhatnak.

Azt is fontos megjegyezni, hogy a vizsgalt halozat erdsen specifikus lehet a CA1
hippokampalis piramissejtre, ezért jelenlegi ismereteink szerint hipotetikusnak
tekinthet6. Nem tudhaté ugyanis, hogy a TNAP jelentOs szerepet jatszik-e e neurontipus
funkcioiban. Tovabba, a hippokampusz piramissejtek jelatviteli halézatanak elemzése
nem nyujt informaciot a GABAerg neuronok mukodésérdl, mivel fontos molekulak,
koztik a GAD, amely a TNAP-pal a PLP-n keresztiil 1ép kdlcsonhatasba (Erlander és
Tobin, 1991; Battaglioli és mtsi., 2003), hianyoznak az vizsgalt halozatbol. Meg kell
azonban jegyezniink, hogy a serkentd piramissejtek, melyek a tavoli, igy az asszociacios
kapcsolatokat 1étesitik, az idegsejtek durvan 80%-at teszik ki, szemben a lokalis
Osszekottetéseket 1étesitd, gatldo GABAerg neuronokkal, melyek az idegsejtek
fennmarado kb. 20%-at alkotjdk az agykéregben. Tovabba, szdmos megfigyelés utal a

TNAP szerepére a serkentd jelatvitelben, igy a serkentd-jellegi szinapszisok jelen
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dolgozatban ismertetett er6s TNAP aktivitisa és az, hogy a piramissejtek fo
neurotranszmitterének a glutamatnak a szintézisét szintén szabdlyozza a PLP, ezen

keresztiil pedig a TNAP (Percudani és Peracchi, 2003; Coburn, 2015; Taketani, 2015).

Il. A TNAP szerepe az agykéreg aktivitasanak szabalyozasaban

Korabbi munkékkal 06sszhangban kimutattuk az alkalikus foszfatdz erdsen
szelektiv regionalis és rétegeloszlasat nem-human féemldsok agykérgében (Robins és
mtsi., 1956; Friede, 1966). Az agykéreg legkiilsé pozitiv rétegétdl eltekintve, ami az
egész agyfelszinre kiterjed, a TNAP majmokban erds aktivitast a primer érzOkérgi areak
kozépso, elsédleges talamokortikalis bementet fogadd 4. rétege ad. Ezen kiviil csak a
prefrontalis kéregben lathatd erdsebb rétegaktivitas a felszin alatt. Emberi agykéregben
els6ként irtuk le a TNAP-aktivitas eloszlasat, amit majomhoz hasonloan erés laminaris
szelektivitast jellemez. Azonban, a majmoktol eltéréen emberben a TNAP minden
altalunk vizsgalt areaban kimutathato, igaz, réteg-lokalizacidja regionalisan valtozik. Az
elsddleges szenzoros kérgi aredkban a majmokéval megegyezd 4. rétegi lokalizacid
mellett, az asszociacids kérgi mezokben a TNAP az 5. réteg fels6 részében aktiv. Az
agyfelszini, legkiilso rétegi TNAP aktivitds emberre is jellemzo.

Féemldésokben szintén elséként mutattuk ki azt is, hogy a neuropil jeldlodés
elsdsorban a TNAP szinaptikus résben €s mielin mentes, csupasz axon membranon,
beleértve a Ranvier-befliizodést, lokalizalhato aktivitasabol adodik. A TNAP szinaptikus
lokalizaciojat mas fajokon korabban leirtdk, igaz eredményeinkkel Osszehasonlitva
kevésbe egyértelmiien vagy nem kotottek a szinaptikus réshez (Sugimura és Mizutani,
1979; Zisapel és Haklai, 1980; Mori és Nagano, 1985a). Patkdnyon végzett kisérletek
alapjan ugyancsak ismert volt a Ranvier-befiizddés erés TNAP aktivitasa (Mori és
Nagano, 1985b). A TNAP szubcellularis lokalizacidja felveti az ingeriiletatvitelben
jatszott meghatarozd szerepét azokban a struktardkban, kérgi rétegekben, ahol
kifejezddik. Raadasul eredményeink szerint a TNAP mind a Gray I-es tipust serkentd, és
Il-es tipust gatlo jellegli szinapszisokban kifejti hatasat.

A TNAP aktivitasa fiigg a pH-t6l, igy valdszintsithetd, hogy a szinaptikus
jelatvitelben jatszott szerepét a transzmitter felszabadulassal jar6 pH valtozas (is)
szabalyozza (Sinning és Hiibner, 2013). E szerint szinaptikus aktivitas soran a szinaptikus
holyagok erdsen savas tartalmanak iiriilése gatolja a TNAP-ot, igy az hatasat feltehetéen
a szinaptikus aktivaciot kovetden fejti ki, amikor a pH alkalikussa valik pl. a Ca®*/H*-

ATPéaz és/vagy az extracellularis szénsav-anhidraz aktivitdsnak koszonhetden.
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Hippokampuszban nagy frekvencias ingerlés a pH éatmeneti novekedését valtja ki
(Makani és Chesler, 2007). Elképzelhetd, hogy érzékérgi dredkban a korabban targyalt
nagyméretli, gyors dinamikaji ¢és lokalis halozatokat beindité talamokortikalis
axonvégzodések aktivitdsa a hippokampuszhoz hasonléan a pH érték emelkedésén
keresztiil fokozza a TNAP aktivitast. Ez magyardzhatna a TNAP szelektiv lokalizaciojat
az elsédleges szenzoros kérgi aredk talamorecipiens kozépsd rétegeiben. Erdekes, hogy
huméan temporalis kéregben az 5. rétegben az axonterminalisok viszonylag
nagyméretliek, az atlagot tekintve nagyobbak, mint a 4. rétegben végz6dok (Yakoubi és
mtsi., 2019a,b; 1d. Eredmények 59. abra). Felvetddik a kérdés, hogy az emberi
agykéregben az érzokérgi aredkhoz hasonléan ez magyardazza a TNAP asszociacios
terliletekre jellemzd 5. rétegi lokalizaciot is. E feltevést latszik alatdmasztani az a frissen
megjelent tanulmany, amelyben kimutattdk, hogy emberi agykéregben kiilonbdzd
rétegeket Osszehasonlitva az 5. rétegi piramissejtek a legkdonnyebben ingerelhetok
(Moradi Chameh ¢és mtsi., 2021). Ugyancsak Osszhangban van feltevésiinkkel, hogy
ragcsalokban az adenozin jelentds hiperpolarizalo hatdssal van 4. rétegi és felso 5. rétegi
idegsejtek aktivitasara a barrel kéregben és a PFC-ben (Radnikow és Feldmeyer, 2018).

A TNAP mikodésének fliggése az idegi aktivitastél aldtdmasztja az el6zo
bekezdésben tett megallapitasokat. Egyrészt azaltal, hogy az egyik szemet érintd
funkcionalis vizualis deafferentacio szelektiven a talamorecipiens rétegben, és az érintett
szem okularis dominancia oszlopaiban gatolta az enzimaktivitast. Kiilonosen pedig azzal,
hogy a TNAP sokkal érzékenyebben reagal az idegi aktivitas gatlasara, mint pl. a
citokrom oxidaz (1d. Eredmények D.II.1 fejezetben a 2 hetes monokularis deprivacios
kisérlet eredménye). Mindez a szinaptikus és a TNAP-aktivitas igen szoros kapcsolatat
bizonyitja.

A TNAP az idegi aktivitas tovabbitasan és a szinaptikus jelatvitelen tal szerepet
jatszik az ezekért felelds idegsejt strukturak kialakuldsaban a fejlédés soran. Erre a TNAP
gén inaktivalasaval szolgaltattunk bizonyitékot egerekben, a mielinizacio ¢és a
szinaptogenezis abnormalis lefolyasanak kimutatasaval. A TNAP axonalis fejlddésben és
idegsejt képzodésben valamint differenciacioban jatszott szerepe mas csoportok
munkajabol ismert (Zimmermann és Langer, 2015; Diaz-Hernandez és mtsi., 2015).
Vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy TNAP aktivitds hianyban nem alakulnak ki érett
szinapszisok és mielin hiively valamint, hogy ezzel egyidejilileg a neuroparenchymaban
intenziv degradéciora utald morfoldgiai elvaltozasok azonosithatok (az értekezésbdl ez

utobbival kapcsolatos, de lekozolt megfigyeléseinket kihagytam, bdvebben 1d. az
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értekezés alapjaul szolgald Hanics és mtsi., 2012 Cell Tissue Res. 349(2):459-471.
kozleményben). Itt érdemes kitérni ra, hogy egyre tobb adat bizonyitja a TNAP
neurodegenerativ megbetegedésekben, kiilondsen Alzheimer koérban jatszott szerepét
(Diaz-Hernandez és mtsi., 2015; Kellett és Hooper, 2015). Alzheimer kérban a kognitiv
képességek hanyatlasaval parhuzamosan megné a TNAP aktivitds az agyszovetben és a
szérumban (Kellett és Hooper, 2015). A TNAP feltehetden az extracelluléris
hiperfoszforilalt tau fehérje defoszforilacidjaval, az M1 és M3 muszkarinos kolinerg
receptorokon keresztiil, az intracelluaris Ca?* szint perzisztens novekedésével valtja ki a

sejthalalt (Diaz-Hernandez és mitsi., 2015; Kellett és Hooper, 2015).

lll. A TNAP szerepe az idegsejtek aktivitasanak szabalyozasaban

Tanulmanyunk az elsé 1épés volt a TNAP neurondlis jelatvitelben betoltott,
kozvetlen interakcidokon tilmutato, atfogo szerepének megismerése iranyaban a jelatvitelt
szolgaldo molekularis gépezetrdl rendelkezésilinkre 4ll6 ismeretek alapjan. Az adatok
hidnyossagabol fakadoan a TNAP szabalyozo szerepének megértésében kiilondsen a
globalis halozati mértékek voltak segitséglinkre, melyek, ellentétben a kozvetlen
interakcidkat jellemzo lokalis mérészamokkal, egy molekula jelentéségét molekularis
kaszkadok, ill. csoportok interakcidin keresztiil azonositja. A magas centralitas értékek,
kiilondsen a cstics- €s élkoztiség arra utalnak, hogy a TNAP mas, a felso kvartilisbe es6
centralitas értékekkel rendelkezd molekuldkkal az idegsejt miikodés szabalyozasanak
egyik kulcsmolekulaja. Bar a TNAP bejové és kimend éleinek CD eldjelét tekintve
vegyes tulajdonsdgokat mutat, a dominansan konvergens kimenetek ¢€s divergens
bemenetek kombindcidja mas valds halézatokban megismerthez hasonléan a halozati
aktivitas koordinacidjaban jatszott ,.elosztd” funkcigjat jellemzi, ellentétben a forras-
jellegli funkciokkal. Hasonloképpen, a TNAP fontos csomopont nem csak a sajat
klaszterében, hanem a vizsgalt halozat tobb mas funkcionalis csoportjanak molekulaival
létesitett kapcsolatain keresztiil. Ezek a megfigyelések dsszhangban vannak azokkal az
egyre novekvd szamu kisérleti eredményekkel, amelyek a TNAP kolcsonhatasat mutatjak
kiilonb6z6 neurondlis funkciokat szabalyoz6 molekuldkkal, mint példaul prion fehérjek,
tau és ioncsatornak (Ermonval és mtsi.,, 2015; Nowak és mitsi., 2015). A TNAP
kolcsonhatasa a MAPK-val kiemelkedd jelentéségli. A MAPK rendelkezik a negyedik
legmagasabb NB-vel, és a TNAP-pal valdo kapcsolatinak EB értéke a masodik
legnagyobb a haldzatban. Tudomasunk szerint azonban a TNAP és a MAPK kozott nincs
kozvetlen kapcsolat, mivel a MAPK a BMP-n és a SMAD-on keresztiil szabalyozza a
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TNAP-ot (Osyczka és Leboy, 2005). Mindezeket figyelembe véve a megkozelitésiink
lényegét képezd, a MAPK-t és a TNAP-ot is magaban foglalo jelatviteli palyak
tanulmanyozasanak fontossagat eredményeink aldtdmasztjadk és ramutatnak a kérdés
kiemelkedd fontossagu bioldgiai vonatkozasaira.

Az éltalunk vizsgalt haldzat alapjat harom nagyobb funkcionalis klaszter képezte:
az ,,intracellularis proteinkinaz kaszkad”, a ,,szinaptikus jelatviteli csoport” valamint a
,masodlagos jelatvitelben” részt vevd molekuldk csoportja. Mondhatni ez a 3 csoport
alkotta az idegsejtek masodlagos jelatvivo rendszerének a magjat. A tobbi, kisebb csoport
olyan molekuldkat tartalmaz, amelyek mas sejtfunkcidkat, példaul a proliferaciot, az
apoptozist és mas alapvetd (housekeeping) sejtfunkciokat latnak el.

A TNAP-ot mindharom klaszterezési technika a ,,masodlagos jelatviteli kaszkad”
csoportba sorolta, ami a harmadik legnagyobb klaszter volt az ,,intracellularis protein
kinaz kaszkad” és a ,szinaptikus transzmisszio csoport” utan. Ez az eredmény
egyértelmiien jelzi, hogy a TNAP az idegi jelatviteli kaszkad szerves része. A TNAP
Osszekottetései, melyek nem korlatozddnak a sajat klaszterére, hanem Osszekapcsoltak
mas, foként a ,,szinaptikus jelatvitel”, és az ,,intracellularis kinaz klaszterekkel”, tovabbi
bizonyitékot szolgaltatnak a TNAP idegsejtek masodlagos jelatviteli folyamataiban
jatszott szerepére. A klaszterén beliil a TNAP a f6bb neuromodulalé rendszerekhez, mint
a purinerg, a monoaminerg €s a kolinerg tartozdo molekulakkal kapcsoldédik. A TNAP
szerepe a purinerg és monoaminerg transzmisszioban jol ismert (Coburn, 2015). A TNAP
az adenozin-foszfatok minden forméjat hidrolizalja, ligandumokat biztositva a purinerg
receptoroknak. Szdmos tanulmany leirta, hogy a TNAP moduldlja a purinerg
transzmissziot (Diaz-Hernandez és mtsi., 2015; Millan, 2015; Street és Sowa, 2015;
Zimmermann és Langer, 2015). A TNAP monoaminerg transzmisszidra gyakorolt hatasa
feltehetéen a PLP-n keresztiil érvényesiil, mivel az aromas L-aminosav dekarboxilaz
(AADC), amely a monoamin szintézis egyik kulcsenzime, a B6-enzimek csaladjaba
tartozik (Percudani és Peracchi, 2003; Ermonval és mtsi., 2009; Taketani, 2015). A TNAP
kolinerg transzmisszioban jatszott szerepe az Alzheimer-korral kapcsolatos
Osszefliggések miatt kiilonosen figyelemre méltd (Diaz-Hernandez és mtsi., 2015).
Erdekes modon a TNAP — MIR lehetséges kolcsonhatas sokkal alacsonyabb EB-vel
rendelkezik, mint a halozat fels6 kvartilisébe es6é tau — MR interakcio. Felmertil, hogy
az M1R-hez a tau-n keresztiil vezetd interakcios kaszkadok jelentdsebb szerepet
jatszhatnak az Alzheimer-kérban, mint a kdzvetleniil a TNAP-on keresztiil vezetd

utvonalak. Ezzel 6sszhangban a M1R bemeneteinek tau feldli konvergens, ill. TNAP-bol
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kapott divergens jellege nagyon kiilonb6z6 funkcioja kapcsolatokra utal: egyik esetben a
halozat egy relative kis része altal befolyasolt TNAP enzim M1R-re gyakorolt hatasa
kiterjed a halozat ezen a kapcsolaton athalado legrovidebb utak altal elért nagyobb
részére. Ezzel ellenkezbleg, a haldzat egy viszonylag nagy része altal befolyasolt tau
hatdsa az MIR-re a molekuldk egy viszonylag sziikebb csoportjanak interakcioit
szabalyozza. Agykérgi haldzati analogiaval élve a TNAP alarendelt szerepii az M1R-hez
képest (csakiigy, mint a tau-hoz képest 79D abra), mig a tau-val létesitett kapcsolat
esetében az M 1R jatssza az alarendelt szerepet.

Osszefoglalva, a koztiség érték és a konvergenciafok alapjan arra lehet
kovetkeztetni, hogy a TNAP — MIR kozvetlen interakcid, amennyiben 1étezik, nem
meghatarozé az Alzheimer-kort okozé neurodegeneracioban. Erdekes médon a CD-
adatok azt sugalljak, hogy az dsszes olyan interakciojan kiviil, ahol a halozatban a TNAP
az informacio aramlast célzott utakra tereld elosztoként miikodik (a divergens bemenetek
¢és konvergens kimenetek alapjan), a TNAP a kolcsonhatas lancolatok forrasaként szolgal
a MAPK-bol kapott konvergens bemeneten és az AMPAR, MIR ¢és tau-n keresztiili
divergens kimeneteken keresztiil. Ezek az adatok, kiegészitve azokkal a kisérletes
eredményekkel, hogy a tau és M1R mellett az AMPAR (Chang és mtsi., 2006, 2012) és
a MAPK (Leugers és mtsi., 2013) szintén szerepet jatszik az Alzheimer-korban, felvetik
a TNAP, mint lehetséges célpont szerepét a neurodegenerativ betegségek elleni 1j
gyogyszerek fejlesztésében. A tau — MIR interakciodt illetden szintén figyelemre mélto,
hogy rajta keresztiil a legrovidebb utak bemeneti és célmolekulai k6zott viszonylag nagy
az atfedés. A jovore feladata annak eldontése, hogy van-e ennek jelentdsége a betegség
folyamataban, pl. egy visszacsatolasos szabdlyozasi folyamat sériilésén keresztiil. A
neurodegenerativ betegségekkel kapcsolatban szintén fontos, hogy a TNAP a purinerg
Hernandez és mtsi., 2015; Zimmermann és Langer, 2015).

A TNAP klaszterek kozotti interakcioi az AMPA- és GABAA-receptorokkal (R)
kiilonosen fontosak, hiszen ezek a receptorok alkotjdk az agy f6 serkentd és gatld
receptorait (Show és Lanius, 1992). Ismert, hogy a TNAP képes szabalyozni a glutamat
¢s a GABA neurotranszmitterek mennyis€gét a szintetizalo enzimeken keresztiil, amelyek
a TNAP altal szabalyozott PLP-anyagcserétdl fiiggenek (Percudani és Peracchi, 2003;
Coburn, 2015; Taketani, 2015). Show és Lanius (1992) azonban arrdl szamolt be, hogy a
TNAP-kezelés gatolta az izotoppal jelolt antagonistdk AMPAR és GABAAR fehérjékhez

vald kotddését, valdszinlisithetden a receptorok szaménak, nem pedig affinitdsanak
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csokkenése miatt. Felmeriil azonban a kdzvetlen defoszforilacidval torténd szabalyozas
lehetdsége is (1d. kdvetkezd bekezdés). Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a TNAP pontos
szerepének tisztdzdsahoz a GABAerg ¢és glutamaterg transzmisszioban. A TNAP
szinaptikus jelatvitelben kozvetleniil résztvevé molekuléris interakcioin kiviil az EGFR-
en keresztill (és kdzvetve a MAPK-n keresztiil) szintén hatassal van az intracellularis
protein kinaz kaszkadokra. Igaz, hogy az EGFR egy sejtfelszini receptor, igy elméletileg
hozzaférheto lehet az ektoenzim TNAP szdmadra, azonban nem vilagos, hogy a TNAP ¢és
az EGFR kolcsonhatasba 1ép-e in vivo, kiilondsen az agyban (Kim és mtsi., 1999; Zhu és
mtsi., 2011). A TNAP 06sszes emlitett hatasat a modulald rendszerekre ektoenzimként
fejti ki.

Fontos megemliteni, hogy a TNAP az itt targyaltaktol eltéré mddon is képes
szabalyozni a neurotranszmissziot. Szdmos ioncsatorna ¢€s transzmitter receptor
rendelkezik a TNAP szamara célpontként szoba johetd  extracellularis
foszforilacids/defoszforilacids helyekkel (23. tdblazat; a téma attekintését lasd Redegeld
és mtsi., 1999). A TNAP kolcsonhatasa az M1R-el nagyobb EB értékii, mint a tau-val,
ami a varakozéasoknak megfeleléen haldzati szinten azt jelenti, hogy a TNAP kozvetlen
interakcidja a receptorral jelentdsebb hatast fejt ki a neurotranszmissziora. Emellett a tau-
val ellentétben a TNAP és az M1R ugyanahhoz a klaszterhez tartozik, ami intenzivebb
kolcsonhatasokra utal a jelatvitel soran.

A 23. tablazatban szerepld molekuldk (valdszinlileg nem teljes) listaja altal
képviselt funkcionalis sokfélesége és a jelen elemzések eredményei alapjan arra lehet
kovetkeztetni, hogy a TNAP sokféle sejtmiikodést szabalyoz, beleértve a
neurotranszmissziot is. Ugyanakkor a TNAP koézponti idegrendszerben kimutatott
rendkiviil specifikus szovettani és szubcellularis lokalizacidja azt sugallja, hogy az enzim
az idegi funkcidkat nagyon célzottan szabalyozza. Fontos kérdés, hogy az agyi és a
cellularis lokalizacio jatszik-e barmilyen szerepet a TNAP-al kapcsolatba hozhato
kiilonbozé neuralis betegségekben, mint példaul az epilepszia és az Alzheimer-kor.
Erdekes, hogy az epilepszia és az Alzheimer-kor a TNAP ellentétes funkcionélis
allapotaihoz kapcsoldodik: a tll alacsony enzimaktivitds vagy annak hidnya epilepsziat
eredményezhet, mig Alzheimer-korban viszonylag magas a TNAP-aktivitas. Ez az érme
két oldala, amelyet figyelembe kell venni a TNAP-ra hato gyogyszerek alkalmazésakor.
A TNAP alkalmas jelolt az agyi funkciok ¢és betegségek komplexitasanak

tanulmanyozésara.
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KOVETKEZTETESEK

A. Nagyléptekd struktura: integracio, koordinacio, plaszticitas

Az iranyitottsagban a kérgi haldzat egyedi, megkiilonboztetd tulajdonsagai jelennek meg.
A CD segitségével olyan topologian alapuldé mérdszamot tudtunk meghatarozni, ami az
agykérgi halozat anatomiai és fiziologiai tulajdonsagaival szorosan korreldl. Ehhez
elegendd volt csupan az dsszekottetések meglétének, ill. hidnyanak ismerete (stlyozott
haldzatokra Id. Varga és mtsi. 2021). Ez a szoros struktira-funkcié megfelelés bizonyiték
az agykéreg, mint rendszer integrativ funkcidja mellett és alatdmasztja a ,,hierarchikus
ellenaram” elméletét. Ennek kozvetett bizonyitékat lathatjuk tbk. koros mitkdésben, ami
a FF és FB palyarendszerek elégetlen egylittmiik6désébdl adodhat (Bassett és mtsi., 2008;
Banyai és mtsi., 2011; Silverstein és mtsi., 2016; Perry és mtsi., 2019).

Az agykérgi hierarchia a halozattopoldgidban is jol azonosithatd. A CD segitségével
kimutattuk, hogy fokozatos a funkcionalis specializacio az elsédleges szenzomotoros és
a magas szintli asszociacios kérgi teriiletek kozott. A finomhangolt munkamegosztas
foleg a forras jellegli (divergens kimenetek és konvergens bemenetek) tulajdonsagok
esetében jellemzd. Az informacioé elosztd tulajdonsag (konvergens kimenetek és
divergens bemenetek) mentén az aredk kozott nagyobb specializacidbeli kiillonbségek
jellemzok. Ez felveti, hogy az evolucio sordn a haldézat bonyolultsdgaval az aktivitas
koordinacidja az eloszto funkcion keresztiil keriilt nagyobb szelekcids nyomas ala. A CD
a biologiailag relevans tulajdonsagok feltarasaval a globalis mértékek hasznalatanak

fontossagat is kiemeli a kisméretli agykérgi halozat megismerésében.

A kompartmentalizalt kérgi haldzatban a hid aredk és a hierarchidban megmutatkozo
fokozatos atmenet, amint azt pl. a topologia (CDn) kapcsan lattuk, az erés specializacio
mellett a legalacsonyabb szintii, egymastol funkcionalis értelemben tavoli teriiletek (mint
az elsédleges érzokérgi areak) kozott is lehetdséget biztosit a funkcioatvételre. Primer
érzOkéregben a helyettesitéses plaszticitdsban fontosak a magasabb hierarchia szintek
multimodalis teriiletei, de nem sziikséges az agykérgi halozat legmagasabb szinti,

szupramodalis struktirainak kozvetlen részvétele.

Az agykérgi jelfolyam szabalyozasaban az atfedés elhanyagolhaté mértéke miatt nem a
poliszinaptikus palyak altal 1étesitett reverberald korok, hanem az elosztott feldolgozas
koordinacidja jatszik meghatarozo szerepet. A halozatban elosztd funkcidval bird csucsok

(dorzolateralis PFC és eliilsd cingularis teriiletek) globalis konvergencia régiok, emiatt
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azonban sziik keresztmetszetet képeznek az informacidaramlasban. Ez a
haldzattopologiai tulajdonsag aldtdmasztja azt a feltevést, hogy az emlitett a régiokban
soros informaciofeldolgozas zajlik és Gsszefligghet a munkamemoria jol ismert limitalt
informacio tarold kapacitasaval. A kognitiv kontrollban, hasonléan mas agykérgi
funkcidkhoz, fontos a prefrontalis régi6 struktarai kozotti elosztd és forras tulajdonsagok
skalajan azonosithatdé munkamegosztas, ami megmutatkozik a prefrontalis lebenyi
halozatok miikddésének hierarchikus szervezddésében. Végeredményben az agykérgi
informacidaramlas szabalyozasaban a dorzolateralis ¢€s eliilsé cingularis kérgi struktarak
a ,.globalis munkatérben” szorosan egylittmiikddnek mas régidok asszociativ kérgi

areaival.

B. Koztes szint( haldzatszerkezet: topografia, hierarchia, pRF

Populacids szinten az oldaliranyu Gsszekottetések stirliségeloszlasuk alapjan két tipusba
sorolhatok: 1) a kis teriiletre koncentralodo, specifikus topografiaval jellemezhetd
valamint 2) a ritka, nagy kiterjedésti és diffuz kapcsolathalozat. Részletesen a specifikus

Osszekottetéseket tanulmanyoztuk.

A specifikus kapcsolatok eloszlasa az idegsejt populaciok kozott a kommunikacio 2 6
iranyat jeloli ki. 1) Az areak kozott a homotop teriiletek (homolog reprezentaciok) kozotti
informéciocsere a parhuzamos feldolgozast tdmogatja. Ebben a homotop teriileteket
Osszekotd gyors (vastag, mielinizalt) és reciprok palyak fontos szerepet jatszanak (pl. ujj-
specifikus informacid frissitése aktiv tapintds soran haptikus feladatokban). 2) Ezzel
szemben darean beliil a kiilonb6zd funkcioji, heterotop teriiletek (heterogén
globalis taktilis jellegek reprezentacidja). A két f6 irany kimutathatd a nyugalmi allapoti

aktivitasmintazatban.

Az Osszekottetések lateralis eloszlasa ugyanakkor hierarchikus mintdzatot mutat: az
informacio atadas 2 {6 iranya mellett 1ényeges kiilonbség van a FF és FB kapcsolatok
kozott. A FF topografia erésen specifikus, a homoldg reprezentacidokra koncentralodik,
igy lényeges a szerepe a klasszikus RF kialakitasaban (hot spot). Ezzel szemben a FB
FB 0sszekottetések egyiitt felelések az ecRF kialakitasaért. Ugyancsak Iényeges, hogy a
magasabb hierarchia szintli area 1-ben kisebb a nagyitasi faktor, mint area 3b-ben, igy

viszonylag nagy borfeliiletrdl szarmazo taktilis informaciot integral és vetit vissza az
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alacsonyabb hierarchia szintii area 3b-be. Ez a koztes szintli haldzati motivum strukturalis
alapjat képezheti egy tobb hierarchia szinten at folyd iterativ feldolgozasnak, ami

absztrakt tulajdonsagok kérgi reprezentacioinak kialakulasat eredményezi.

A funkcionélis modszerekkel mérhetd pRF ill. populédcios valasz strukturalis alapjat az
csoport adja és ebben meghatarozdé a RF ,hotspot”-ban koncentraléddé FF efferens
axonfoltok szerepe. Az arean beliili és a FB axonfolt csoportok aktivitasa ugyanakkor
nagyobb kiterjedésii oldaliranyu aktivitdst eredményeznek, aminek kiilondsen éber
allapotban lehet jelent6sége. Az Osszekottetések klaszterezettségének kérgi hierarchia
szerinti valtozasa Osszefiigghet a RF méretével, ill. a funkcionalis szegregacio, pl. a
szenzoros almodalitasok ko6zott, mértékével. Tovabb gondolva, kapcsolat lehet az
Osszekottetések hierarchikusan valtozo klaszterezettsége, a kérgi nagyitasi faktor altal
meghatarozott populacidés valasz mérete €s a magasabb szintli funkcionalis

reprezentaciok kialakulasa kozott.

C. Az axonvegzd8dések szerepe az €lek dinamikajanak szabalyozasaban

Az agykérgi hierarchiatol fiiggetleniil két szinaptikus palyat kiilonboztettiink meg. 1) A
megbizhatd jelatvitelt lehetévé tevd strukturaval rendelkezd nagyméretii, detonator-
jellegli szinaptikus boutonok biztosithatjak az arean beliili és azok kdzotti pontos €s gyors
informécioatvitelt. A nagy boutonok kis szama és gyors adaptacids készségre utald
ultrastruktardja, valamint az, hogy feltehetden vastag, gyorsan vezetd axonok végzddései,
azt sugalljak, hogy a gyors szinaptikus interakciok szerepe nem az informacio részletes
feldolgozasa, hanem a lokalis halozati aktivitast ,,ébresztd” hatas. Ezt a funkcidjukat
alatamasztja ultrastruktirajuk hasonlosaga a talamokortikalis végzodésekéhez. 2) A
funkcionalis reprezentdciok finom részleteinek feldolgozasaban a nagy szambeli
folénnyel bird kisméretli szinaptikus boutonok idegi aktivitdst modulalod hatasa jatszhat

szerepet.

D. Az agykérgi jelfolyam rétegspecifikus szabalyozasa a TNAP-on keresztdl

Féemlésokben a TNAP célzottan szabalyozza az agykérgi Osszekottetések egy
meghatarozott csoportjat. igy emberben a TNAP areatdl fiiggden a 4. és Sa rétegekben a
szinapszisok aktivitdsan keresztiil hat a posztszinaptikus idegsejtekbdl eredé palyak
aktivitasara az agykérgi halozatban. Sejt szinten a TNAP neurotranszmitter receptorokkal

¢és a neurotranszmitter szintézisért felelds molekulakkal 1étesitett kozvetlen interakcidkon
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crer

is kifejti funkcidjat az agykérgi jelfolyam szabalyozasaban. A TNAP fontossagara utal az
epilepsziaval ¢és neurodegenerativ betegségekkel, elsGsorban Alzheimer korral

Osszefiiggésbe hozhatod, egyeldre nem kellden tisztazott szerepe az agykéregben.
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Koszonetnyilvanitas

Mindenek el6tt sziileimnek és csaladomnak tartozom koszonettel. Sziileimnek,
Dr. Négyessyné Pohl Etelkdnak és Dr. Négyessy Laszlonak odaadd tdmogatasukért.
Feleségemnek, Gonda Katalinnak és gyermekeimnek mindazért a lemondasért, amit
hivatasom teljesitéséért értem vallaltak.

Tudomanyos palyam a mai viszonyok kozott toleransnak szamitd, csaladias
légkori és ugyanakkor inspirativ, kollegialis kornyezetet biztosité Héamori Jozsef
professzor csoportjaban indult. Az értekezés anyaganak egy része ottani munkdmhoz
kotédik. Koszonom akkori kollégaim segitségét! Sokat koszonhetek Dr. Takacs Jozsef
kezdeti, még diakéveimben, majd frissen végzett kutatoként nyujtott timogatasanak és
hogy eliiltette bennem a kvantitativ neuroanatomia fontossaganak szemléletét.
Ugyancsak jelentdsen hozzdjarult szakmai fejlodésemhez a professzor Marina
Bentivoglioval végzett kozos munka. Koszonettel tartozom a Semmelweis Egyetem
Anatomiai Intézete korabbi és jelenlegi vezetésének, Csillag Andras, Gerber Gabor és
Alpar Alan professzoroknak valamint ottani kollégaimnak a kutatasaimat tamogato,
befogad6 légkoreért.

Az, hogy ez az értekezés megsziilethetett nagyban koszonhetd professzor Erdi
Péternek, aki csoportjaban allast ajanlva biztositotta, hogy kutatasaimat toretleniil
folytathassam. Mindez nem lett volna lehetséges a Wigner Fizikai Kutatokézpont korabbi
¢és jelenlegi vezetésének, Szoékefalvi-Nagy Zoltan és Lévai Péter professzoroknak a
tamogatasa nélkiil. Sokat tanultam jelenlegi munkatarsaimtol az Elméleti Idegtudomény
és Komplex Rendszerek Kutatocsoportban és konstruktiv munkaviszonyt tudtam veliik
kialakitani. A csoport barati légkore és készsége a problémak megvitatisara motivalo
alkotoi kornyezetet jelent szamomra.

A féemlosok idegrendszerének kisérletes kutatdsaban fontos iskola wvolt
szamomra a professzor Patricia Goldman-Rakic csoportjaban elt6ltott id6. Hasonldan
sokat tanultam e téren k6zos témainkban egylittmiikodd kollégaimtdl, professzor Anna
W. Roe-t6l, Dr. Robert M Friedmantoél, Dr. Caroline Fonta-tol és Dr. Pascal Barone-tol.

Szeretném megkdszonni egykori didkomnak, ma kollégdmnak Dr. Palfi
Emesének a segitségét az eliitések, helytelen megfogalmazasok javitdsdban és az
egységes nevezéktan hasznalatdban. Szintén koszondm Kmety Andrea folyamatos tettre
készségét és segitségét a publikacios listam frissitésében.

Végiil, de nem utolsdsorban mély halaval emlékezem meg egyetemi tanaraimrol,
akik széleskorii ugyanakkor alapossagra épité ismeretei és szemléletmodja a mai napig
meghatdrozza gondolkoddsomat.
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