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Szakmai zardjelentés

Korabban végzett neurofiziologiai €s farmakologiai kutatasok eredményei arra utaltak, hogy a
kolinerg ¢és GABAerg neuronok nagy mennyiségét tartalmazo bazalis eldagyi allomany (BFC)
(transzmittert) tartalmazo idegrostok, melyek mind agykérgi, mind kéregalatti eredohelyekrdl
kiindulva érkeznek a BFC kiilonb6zd szubdivizidihoz. Az utdbbi évektdl ismert vezikularis
glutamat transzporterek (VGIuT) 1-es és 2-es tipusainak morfologiai feltiintetése a
glutamaterg axonvégzddések specifikus azonositdsdra alkalmasak azaltal, hogy ezen
transzporter fehérjék specifikusan és kizardlag a glutamaterg axonvégzodésekben
halmozodnak fel. Az elleniik termeltetett antitestek immuncitokémiai felhasznalasaval, a
reakcid-termék eltéré megjelenitésével lehetdség van a glutamaterg axonok, axonvégzodések
¢s alkalmas korilmények kozott (tartds kolchicin-kezelés) perikaryonok szelektiv
kimutatasara fény-, és elektronmikroszkopos kisérleti anyagokban. Kettds vagy tobbes
immunjeloléssel feltarhatjuk a glutamaterg axonvégzddések szinaptikus kapcsolatait nem
glutamaterg célsejtek neuronalis kompartmentjein. Ilyen immuncitokémiai moddszerek
alkalmazéasaval torténé vizsgalatainkat kiterjesztettik a BFC egyes szubdivizidinak
terlileteire. Vizsgaltuk a medidlis szeptum (MS)-diagondlis koteg (DB) [MSDB]; a ventral
pallidum (VP)- substantia innominata (SI) €s a capsula interna (CI)- nucleus basalis (nb)
territoriumait. EM-os vizsgélatainkkal adatokat szolgaltattunk a létesitett szinaptikus
kapcsolat finomszerkezetére, valamint ezek megjelenésének eltéré kompartmenteken (sejttest,
proximalis dendrit, dendrittorzs, dendrit-tiiske) vald gyakoriségara.

Eredményeink az aldbbiak: immunfluoreszcens jelolésekkel végzett kisérleti anyagokon
glutamaterg idegrosthalozat valtozo siirliségli eléfordulédsat tartuk fel az MSDB-allomanyban,
a MS és a diagonalis koteg vertikalis 4ga ~ (vDB) teriiletén. VGluT2-pozitiv, pontszeri
képletek nagy mennyisége halmozddott fel a rostok kozotti teriileteken, nagyrésziik szoros
érintkez6 kapcsolatban allt kolin acetiltranszferaz (CHAT) immunfluoro-jeldlt kolinerg vagy
parvalbumin ((PV) jelolt GABAerg sejtek sejtfelszinével vagy ritkan, dendrit-szeri
nyulvanyokkal. Ezen fénymikroszkopos megfigyelések nem teszik lehetdvé a szinaptikus
kapcsolat biztos megitélését. EM-os megfigyeléseink feltartak, hogy VGluT2-immunarany
plusz ChAT-DAB kettés immunfestett anyagainkon nagy szamban fordulnak elé6 VGIluT2-
jelolt axonvégzddések, valamint kolinerg (ChAT-pozitiv), illetve GABAerg (PV-pozitiv)
neuron-elemek (sejttest, dendrit) (2.). Kimutattuk, hogy kettdsen-immun-jelolt anyagokon
nagy szamban vannak axonvégzddések, melyek szinaptikus kapcsolatban vannak immun-
negativ neuronok kiilonb6z6 kompartmentjeivel. A szinaptikus kapcsolatok kizéarolag az
aszimmetrikus-Grayl-tipusi finomszerkezetet mutattak. Az eziist-tel érzékenyitett arany-
szemcsek a végzddésekben halmozodtak, legnagyobbrészt a szinaptikus vezikuldk halmazai
felett. A VGIuT2-pozitiv végzddések szinaptikus kapcsolatainak sejt kompartmenteken vald
eloszlasaban nem észleltiink specifikus szelektivitast, arra utalva, hogy glutamat-
immunpozitiv végzédések az adott anyagteriiletben jelenlévd, eltéré neurokémiai sejtekkel
képezhetnek szinaptikus kapcsolatot. Ezen tilmenden ChAT+VGIluT2-immunjelolt
anyagokon kisebb szdmban észleltink VGluT2-pozitiv axonvégzddéseket, melyek
aszimmetrikus tipusu szinaptikus kapcsolatokat létesitettek ChAT-pozitiv (kolinerg) sejtek
dendrit-elemein (4.). Ezek leggyakrabban a disztalis dendrittorzseken, ritkabban vékony
dendrit-dgakon és dendrit-tiiskéken fordultak eld. Megfigyeltiik aszimmetrikus szinaptikus
kapcsolatok jelenlétét a VGIuT2 plusz PV kettdsjeldlt metszeteinken a GABAerg (PV-
pozitiv) sejteken (10.). A glutamaterg szinapszisok ez esetben leggyakrabban a sejtek
proximalis dendrit szakaszain, kisebb szdmban a perikaryon membran-felszinen fordultak eld.
Végeztiink vizsgalatokat kettds-jelolt anyagok alternativ metszetein (ChAT, illetve PV
immunfestett) a glutamaterg szinapszisok kolinerg, illetve GABAerg sejteken vald
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eléfordulasi gyakorisagdnak becslésére (6.) . Ezek mért egységfeliiletein a glutamaterg
szinapszisok kolinerg , illetve GABAerg sejteken vald el6forduldsara kapott adataink azt
mutattak, hogy a GABAerg neuronok glutamdaterg innervécioja legalabb kétszer intenzivebb,
mint a kolinergeké.

Eredményeink feltartdk olyan axonvégzddések eldfordulasat, melyek egyiittesen
tartalmaztak VGluT2-immunarany plusz ChAT-immunjeldlést a MSvDB alloméanyban (8).
Az ilyen ChAT pozitivitast is mutatd glutamaterg végzddések alkalomszertien aszimmetrikus
kapcsolatot képeztek kolinerg neuronok dendritjeivel. A BFC caudalis allomanyaban
lokalizalt VP-SI- és Cl-subdivizidban a glutamaterg innervaci6 denzitasaban és a glutamaterg
szinapszisok eloszlasi jellemzdiben az MSDB-vel Gsszehasonlitva jelentds eltérést nem
tapasztaltunk (13.). Kivételként megemlitjiik egyrészt a capsula internaban talalt olyan kettds-
jelolt axonvégzddést, melyben VGIuT2-immunarany+CR-DAB immunjel6lés egylittes
elé6fordulasat lattuk, amely végzddés aszimmetrikus szinapszist képezett immuncitokémiai
jelolédéssel nem azonositott dendrittorzs felszinén. Ezen szinaptikus szerkezet
morfofunkcionalis értelmezése tovabbi — részletes — vizsgalatokat igényel. Masrészt a capsula
interna  allomanydban EM-os metszeteken kimutattuk VGluT2-immunarany-jelolt
axonvégzddések gyakori eldfordulasat és ezek aszimmetrikus tipusu szinaptikus kapcsolatait
vezikularis acetilkolin transzporter (VAChT)-DAB immunjel6lt (kolinerg) dendrit felszinen.
Ezen glutamaterg szinaptikus kapcsolatok forrasanak feltarasahoz is tovabbi kutatasok
szlikségesek.

Ismeretes, hogy a BFC kiilonb6z0 sejtpopulacioiban lokalizalt neuronok projekcidi az
agykéreg kiilonbozd teriileteit gazdagon innervaljdk. Ezen beliil legkevésbé ismert az
entorhinalis kéreg basalo-entorhino-corticalis projekcids rendszere, kiilonds tekintettel az
ebben a rendszerben résztvevd projekcids neuronok neurokémiai jellegére. Vizsgalatokat
végeztiink ennek tanulmanyozasara (13). A kolinerg neuronoknak az entorhinocorticopetalis
projekciokban valo részvételét fluorogold (FG) és ChAT immunfluorescens vizsgélatanak
kombinalaséaval is tanulmanyoztuk. A FG EC-be tortént beaddsa utan kimutattuk a retrograd
transzport eredményeként FG-pozitiv sejtek és a ChAT-immunofluorescens-pozitiv sejtek
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ChAT fluorenscenciat mutatott, mig a capsula interna teriiletén a ChAT-pozitiv sejtek 40 %-a
volt FG-jelolt, az 6sszes FG-jelolt sejtnek pedig 43 %-a mutatott ChAT immunreaktivitast.
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konjugalt wheat germ agglutinin (WGAgold)-t injicidltunk az entorhinalis kortex lateralis
tertiletébe, majd ezt kovetden vizsgaltuk a capsula interna teriiletén retrograd transzport altal
jelolt sejtek eléfordulasat és neurokémiai jellegét. Ennek feltarasara ChAT-, PV-, CR- és CB
immunfestést végeztiink a fénymikroszkdépos metszeteken. Az eredmények feltartak, hogy a
EC-hez. Legnagyobb aranyban a kolinerg, kisebb mértékben a CR-immunpozitiv-, legkevésbé
a GABAerg sejtek jatszanak szerepet a basalo-entorhinocorticofugélis projekcio rendszerben.
E vizsgéalatokkal 0Osszefliggd masodik kozelitésiinkben vizsgalni kivantuk glutaméaterg
projekciok eléfordulasat az elébb jellemzett rendszerben. E célbol [*H]D-aszpartat-ot, a
glutamaterg projekcidk specifikus jelolésére szolgald retrograd jel6lé anyagot injicidltunk az
EC lateralis teriiletébe. Ezt kdvetd autoradiografids eljardssal vizsgaltuk a BFC kiilonb6z6
szubrégioiban esetlegesen eléfordulo retrograd uton jelolt sejtek lokalizacidjat €és neurokémiai
(ChAT, CR- és CB-DAB immunjelolt) jellegiiket. Eredményeink feltartak, hogy a BFC egyes
régidiban az EC-hez vetitd kolinerg és CR-tartalmii neuronok egy kisebb populacioja
glutamaterg transzmittert is tartalmaz. A retrograd transzport altal ["H]D-aszpartat jeldlt sejtek



szdma lényegesen alacsonyabb volt minden szubdivizibban, mint a WGAgold altal
aspecifikusan jelslteké. A [‘H]D-aszpartat-jelolt sejtek eléforduldsa a capsula interna
alloményaban volt legnagyobb, mig ezeket legkisebb szamban a MSvDB szubdivizidoban
figyeltilk meg. A BFC vizsgalt szubdivizidinak legnagyobb részében CR-immunpozitiv sejtek
tartalmaztak autoradiografias jeldlést, mig a vDB éllomanyaban a [‘H]D-aszpartat-jeldlt
sejtek kizardlag ChAT-immunjeldltnek bizonyultak.

Ismert a szexual-szteroidok hatdsa a kozponti idegrendszerben végbemend szamos
idegmiikodés  modulalasaban.  Felvetédik, hogy ezen  szteroidok  modulacids
mechanizmusaiban  szerepet jatszanak-e glutamaterg ingeriileti hatdsok. Ennek
tanulmanyozasara vizsgaltuk glutamaterg neuronok androgén receptorral valo morfologiai
Osszefiiggését. Paralel kisérletekben feltérképeztik a VGluT2-ir és androgén-receptor ir
sejtek eloszlasat a szeptum, hypothalamus és a BFC capsula interna teriiletén. Tobb régidoban
megfigyeltik a VGIuT2-ir (citoplazma-jel6lddés) és az androgén-receptor-ir (sejtmagra
receptor kettés immunjelolt metszeteken, egymast kdvetd nikkel-intenzifikalt DAB- 6nalld
DAB immunfestéssel vizsgaltuk a kétféle antigén ugyanazon sejtben vald egyilittes
el6fordulasat. A két antigén kolokalizacidjat mutato sejteket talaltunk a hypothalamus egyes
magjaiban (nucleus [n] ventromedialis; n. arcuatus; n. premamillaris) és a BFC capsula
interna allomanyaban. Eredményeink feltartak, hogy jelentés szamu régidoban vannak
androgén-receptort is tartalmaz6 glutamaterg idegsejtek. Elsd morfologiai észleletként
értékelhetdé megfigyelésiink arra utal, hogy szexualhormonok kozponti idegrendszeri
hatasainak kozvetitésében glutamaterg neuronok résztvesznek. Vizsgaltuk a ndvekedési
hormon elvalasztasara kozvetleniil haté neurohormonokat termeld idegsejtek glutamaterg
innervaciojat. Eredményeink feltartak, hogy glutamaterg idegrostok végzddnek GHRH
neuronokon a nucleus arcuatusban ¢€s somastostatin tartalmu idegsejteken a nucleus
periventricularis anteriorban (1.). Leleteink kozvetlen neuromorfologiai adatok annak
alatamasztasara, hogy a glutamat ilyen hatasat kozvetleniil GHRH-t és somastostatint termeld
idegsejtekre fejti ki (9.). Kimutattuk a nucleus suprachiasmaticus (SCN) allomanyaban a
VGluT2-tartalmu axonvégzddések nagyszamu eléforduldsat. EM-os vizsgélataink eredményei
feltartak a VGIluT2-ir glutamaterg axonvégzdédések szinaptikus kapcsolatait VIP-, AVP-, és
GAD-ir neuronok membranfelszinén (7.). Kimutattuk specifikus neurokémiai markereket nem
tartalmazé VGIluT2-ir neuronok jelenlétét, kozvetleniil igazolva glutamaterg neuronok kis
szamban valo el6fordulasat patkdny SCN-ban (10.). A glutamdaterg neuronrendszer idegi
kapcsolatainak vizsgalatai soran kimutattuk a nucleus ventromedialis hypothalami (VM)
glutamaterg beidegzésében szerepet jatszo afferens kapcsolatok eredd sejtjeinek intra- és
extra-hypothalamikus eredési helyét (12.). A [3H]D—aszpartét VM-ba tortént beadasat kovetd
retrograd axondlis transzport eredményének autoradiografias megjelenitése szelektiven
feltarta a glutamaterg afferensek kiinduldsi helyeit. Intra-hypothalamikus helyekként
azonositottuk: a VM, preoptikus area, nucleus paraventricularis, area hypothalamica anterior,
nucleus premamillaris ventralis helyeit, mig extra-hypothalamikus agyallomanyban: a bed
nucleus strae terminalis, a lateralis szeptum és az amygdala egyes magjai képezték a
glutamaterg afferensek eredési helyeit.



