PROJEKT BESZAMOLO

A palyazat keretében elvégzett munka eredményességének érdekében fontos volt a megfeleld
modszertan kidolgozasa. Legfontosabb modszertani ujitasunk a retrograd jel6lt neuronok
stiriségének Voronoi cellak segitségével torténd meghatarozasa volt. A mddszer azért fontos
¢s eldnyos, mert minden egyes idegsejt esetében szamszertisithetd a ra jellemzo stiriségérték.
Tovabba kikiiszoboli a bineléssel jard artefaktumokat, ami a bin méretezésébdl és térbeli
lokalizaciobol fakad. Ugyancsak sikerrel hasznaltuk két kiilonbdzé molekulasulya BDA
keverékét kétirdnyu, bidirekciondlis palyajeloldként, lehetdvé téve ugyanazon metszeten €s
egyazon festéssel a be- ¢és kimenetek meghatarozasat. Ez megnovelte a térképezés
pontossagat. Ezen feliil pedig még egy palyajeldlé anyagot, Phal-t is be tudtunk injektalni,
ami noveli a GABAerg célsejtek meghatarozasanak hatékonysagat. Végil pedig
meghatarozott szempontok alapjan kivalasztott teriileteken mintavétetelezéssel hataroztuk
meg az axon végzddésszerll strukturdk stirliségét, ami fontos informécido a célteriiletek
azonositasat illetéen. A mintavételezést az tette sziikségessé, hogy a vizsgalt teriilet mérete

miatt a teljes buoton siiriség meghatarozasa technikailag nem lehetséges.

A palyazati célkitiizéseknek megfeleléen 3 fo pontban foglalom ossze az eredményeinket.

1. Az ujjbegy reprezentaciok Kki- és bemeneteinek szomatotdpiaja és

modalitas specifikus eloszlasa az area 3b, 1 és 2-ben.

A kapcsolatok szomatotopigjat mokusmajomban az area 3b- ¢és 1-ben részletesen
feltérképeztiik és lekozoltiik (Négyessy et al., 2013, Ashaber et al., 2014). Kimutattuk, hogy
arean beliil szoros Osszekottetés van a szomszédos ujjbegy reprezentaciok kozott, mig a
tavolabbi reprezentaciok kozott nincs vagy kis stirliségli a kapcsolat. Az area 3b és éarea 1
kapcsolatmintazatat sszehasonlitva utobbi esetben nagyobb divergenciat tapasztaltunk, azaz
az area 1 ujjbegy reprezentacié intrinzik horizontalis kapcsolatai nagyobb szomatotopikus
mezOt foglalnak magukba, mint &rea 3b eset¢ben. Az wujjbegy reprezentacidok

Osszekottetéseinek atfedését a BDA jel eloszlast parhuzamosan beinjektalt Phal



palyajelolésbol szarmazo adatokkal kiegészitve az area 3b-ben és area 1-ben konferencia
absztrakt formaban lekozoltik (Palfi et al., 2010). A feltart kapcsolatmintazat segitségével
magyarazhatok kiilonb6zo fiziologiai jelenségek, mint pl. reprezentacios plaszticitas, receptiv
mez0 komplexitas, funneling illuzi6 stb. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a globalis

haptikus percepcio kialakulasa mar primer szomatoszenzoros kérgi szinten elkezdddik.

A modalités specifikus eloszlas kérdésére modszereinkkel nem tudtunk kielégité valaszt adni.
Ehhez sziikséges egy olyan ingerld/és kifejlesztése, amivel a vizsgalt ujjbegy reprezentaciok
teljes tertiletén azonosithatok a modalitas specifikus kolumnak. Jelenleg erre csak egy 3 mm
atmérdjii probe all rendelkezésiinkre, ami az ujjbegy kis feliiletét ingerli. A beadasi hely
korili ,,patchy” kapcsolateloszlas, amint azt a 6. abran mutatjuk a Wang et al. (2013)
munkankban, ugyanakkor erésen emlékeztet a primer latokérgi kapcsolateloszlasra, legaldbbis
area 3b-ben ¢és arra utal, hogy az ott megismert (hasonld orientacié preferencidju)
kapcsolateloszlas jellemzi az intrinzik kapcsolatok szervezédését area 3b-ben is. Tovabbi
kozvetett bizonyiték lehet a modalitas specifitasra, hogy a jelolt afferensek altal létesitett
termindlis axon arborizacidok mérete megegyezik a funkcionalis modulok méretével. Tovabba,
a termindlis axon eldgazodasokban kiemelkedden nagy a bouton szerli struktirdk siirtisége,
ami az itt folyo szinaptikus integracio jelentdségére utal. Mindazonaltal a modalitds szelektiv
kapcsolateloszlas kérdésének a tisztazasa tovabbi munkét igényel nemcsak az ingerlés, de a
jelolt elemek (neuronok, bouton-szerli struktirak) térképezésének és kiértékelésének wjabb

modszereivel.

Az area 2 kapcsolatainak részletes feltérképezése folyamatban van. Ennek a teriiletnek a
megléte mokusmajomban egyeldre csupan feltételezett, aminek f6 oka, hogy csak éber
allatban aktivalhat6. Az area 2 Osszekottetéseit makdkoban kezdtiikk vizsgalni. A meglevd
esetben az anatomiai kapcsolateloszlast és a funkcionalis térképek illesztését még nem
végeztilk el. Ez a nagyméretli és barazdalt agykéreg miatt komoly kihivast jelent, amin a
fiziologus partnerrel jelenleg is dolgozunk. Terveink szerint mokusmajmokban is végziink
kisérleteket, ahol az ismert szomatotdpia alapjan probéaljuk az area 2-t azonositani. Igy két

féemlds fajbol szarmazé adatokat tudunk 6sszevetni.



2. A szomtototopia és a modalitas specifikus eloszlas meghatarozasa az

areak kozotti kapcsolatokban.

Ellentétben az intrinzik kapcsolatokkal az aredk kozott az Osszekottetések az azonos,
homotopikus ujjbegy reprezentaciot preferaljak area 3b- és 1-ben (Négyessy et al., 2013,
Ashaber et al., 2014). Hasonld, homotopikus inter-arealis kapcsolateloszlast mutattunk ki area
3a es 2-ben is az area 3b- és 1-el létesitett kapcsolataikban. A szomatoszenzoros kéregben
tehat az areak kozotti informaciddramlas javarészt ujj specifikus. Az ujjakat ért ingerek
jeloléssel kapott eldzetes eredményeink arra utalnak, hogy a nem-szomszédos ujjbegy
reprezentaciok Osszekottetései a koztes ujjbegy reprezentacio teriiletén atfednek (Palfi et al.,
2010). Az area 1 inter-arealis kapcsolatai, hasonloan az arean beliili kapcsolateloszlashoz,
nagyobb szomatotopikus teriiletre terjedtek ki, mint az area 3b esetében. Ez jellemz6 a

visszacsatolt, feedback kérgi kapcsolatokra és dsszhangban van az area 3b és 1 hierarchikus

crer

Az érea 3b és 1 hierarchikus kapcsolatat az anterograd és retrograd jel rétegeloszlasaval
vizsgalva nem talaltunk lényeges kiilonbséget: mindkét aredban a supragranularis eloszlés
dominal. Ugyanakkor el6zetes eredményeink szerint area 1-ben nagyobb lateralis kiterjedése
van a retrograd jelolodésnek, mint area 3b-ben. Ezt azonban kompenzélja az area 3b-nél
kisebb kérgi nagyitasi faktor, amit szamitdsba véve a két aredban a retrogradan erdsen
jelolodott teriiletek altal reprezentalt borfeliilet hasonlonak bizonyult. Ezt az eredményiinket
alaposabb kvantitativ mérésekkel szeretnénk alatdmasztani. Ennek érdekében a lényegesen
stirlibben jelolt teriiletek pontosabb lehatarolasara kiilonb6zd moddszereket fejlesztink. E
modszerekkel ugyancsak megerdsitést kivanunk kapni arra az elzetes eredményre, miszerint
az area 3b-ban a retrograd jeleloszlas ,,csomodsabb”, modularisabb, mint az area 1-ben, ahol
Osszehasonlitva diffazabb jeleloszlast lattunk. Elézetes eredményeinket konferencia
prezentaciok formajaban bemutattuk (Ashaber etal, 2012; Palfi et al., 2012).

Tovéabbi megallapitasunk, amit a kétirdnyu palyajeldléses technikaval mutattunk ki,
hogy az area 1 és 3a kozotti kapcsolattol eltekintve (ahol a reciprok kapcsolateloszlas
aszimmetrikus siirliséget mutat) mind az intrinzik, mind a tavoli horizontalis 6sszekdttetések

kolesonosek, reciprok jellegliek.



Ugyancsak terveztiik a horizontdlis axon nyulvanyok rekonstrukcidjat. Ez azonban
kivitelezhetetlen volt, mert a metszés sordn az axonokbol csupan rdévidebb, hosszabb
szakaszok maradtak, masrészt a térképezés mintavételezett és nem szomszédos metszet
sorozatokon tortént.

Végiil, hasonléan az arean beliili kapcsolatokhoz, az inter-arealis kapcsolatok

modalités specificitdsdnak meghatarozéasa tovabbi kisérleteket igényel.

Az intrinzik és aredk kozotti kapcsolateloszlasra vonatkozd fenti eredményeink szolgaltak
alapul a Neuronban (Wang et al., 2013) ko6zolt tanulmdnyunknak, amiben a témavezetd
megosztott elsd szerzoként szerepel. A neurdlis Osszekottetés és a funkciondlis kapcsoltsag
viszonyat vizsgaltuk elektrofiziologiai és fMRI modszerekkel kiegészitve a palyajelolést
mokusmajmokban. Elséként irtuk le, hogy nagy felbontdsban, a nyugalmi allapot idegsejt
aktivitas valamint a voxel szintit BOLD jel korrelacio, azaz a funkcionalis kapcsoltsag, térbeli
mintdzata megfelel az anatomiai kapcsolateloszlasnak mind az &rean beliil, mind pedig azok
kozotti  Osszekottetések esetén. Eredményeink kérgi dinamika megértésében jatszott

fontossagat hangstlyozta Olaf Sporns és Christopher Honey a cikkhez irt preview-ban.

3. A szinaptikus szervezOdés vizsgalata: i. a lehetséges postszinaptikus
idegsejtek azonositasaval és ii. a jelolt afferensek elektronmikroszkopos

rekonstrukcidjaval.

A jelolt afferensek bouton-szerli struktirainak jel6lt interneuronokkal Iétesitett szoros
kontaktusat négy mokusmajomban vizsgaljuk tobbszorés immunfluoreszcens festéssel és
konfokalis mikroszkopiaval (Palfi et al., 2014). Elsddleges vizsgalati teriiletiink a terminalis
axon elagazodasi foltok arean beliil valamint inter-arealis kapcsolatok esetén. A hasznalt
markereink (parvalbumin, somatostatin, calretinin) lefedik a 3 f6 interneuron tipus nagy
részét. ElGzetes eredményeink szerint a legnagyobb aranyban a PV-ir interneuronok
szerepelnek targetként és legkisebb aranyban a CR-ir sejtek. Sem a regionalis, sem a
rétegeloszlast valamint a soma-dendrit megoszlast illetéen egyelére nem latunk Iényeges
kiilonbségeket az egyes interneuron tipusok kozott. Az adatok kiértékelése azonban még

folyamatban van, igy ez az eredmény valtozhat.



A jeldlt bouton szerli strukturdk szinaptikus szerkezetének vizsgalatit a szemmel konnyen
megkiilonboztethetden nagynak azonositott elemek feltérképezésével kezdtiik. Arra voltunk
kivancsiak, hogy un. meghajtoé jellegli szinpszisokat taldlunk-e és milyen eloszlasban. E
munka eredményeként megallapitottuk, hogy area 3b beadas utdn a beinjektalt arean kiviil
area 1 és 2-ben talaltunk nagy bouton-szeri elemeket ¢és ezek dontéen a supragranularis
rétegekre lokalizalodtak. Area 1 beadast kovetéen az emlitett areakban infragranularis
dominancia mutatkozott valamint area 3a-ban azonos supra- €s infragranularisan lokalizaciot
talaltunk. Kovetkez6 1€pésként a kivalasztott strukturakat elektronmikroszkdpos vizsgalatnak
vetjiik ald, hogy igazoljuk a szinapszis meglétét valamint 6sszehasonlithassuk mas, kisebb

jelolt és jeloletlen terminalisok szinapszisaival. Ez a munka jelenleg folyamatban van.

Tovabbi eredmények

Utanpotlas képzés

A palyazat két doktorandusz munkéjat tette lehetévé. Egyikiik, Ashaber Maria 2013 6sszel
elinditotta a fokozatszerzést. Emiatt az elektronmikroszkopos rekonstrukcié atmenetileg leallt.
A masik hallgatdo Palfi Emese els6 éves doktorandusz, aki mar egyetemi hallgatoként

bekapcsolddott a munkéba, jelenleg a GABAerg célsejtek feltérképezésén dolgozik.

Eltérés a koltségtervtol

A palyazati ciklus masodik felében utazasi pénzeinket anyag, de legfképpen eszkoz
beszerzésre forditottuk. Az engedélyjel atcsoportositott pénzbdl fejlesztettiik az ,,intrinsic
signal optical imaging” eszkoziinket. Ez részben eszkOzbeszerzést igényelt a tandem optikai
rendszer kialakitasahoz, masrészt olyan anyagok beszerzését, ami a vibrissza ingerld és a
kamera allvany elkészitéséhez kellett. Bar tovabbi eszkdzok beszerzése még sziikséges lesz, a
tdmogatas segitségével elértiink oda, hogy a mérések elkezdéséhez minimalisan sziikséges
eszk0zok megvannak. Ezen feliil megvasaroltuk a kisérletben résztvevd kutatok munkajdhoz

nélkiilézhetetlen komputereket.



