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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

AAS - axo-axonikus vagy kandeláber sejtek  

Aβ - amiloid-β 

ACh - acetilkolin 

AchE – acetilkolin-észteráz 

AICD - APP intracelluláris doménje 

AISZ - axon iniciális szegmentum 

AK – Alzheimer-kór 

APP - amiloid prekurzor fehérje 

BACE 1-2 - 1-es és 2-es típusú β szekretáz 

BF - bazális előagy 

BF-SEM - blokk-felszíni sorozatmetszet pásztázó elektronmikroszkóp 

BSA-c/TBS – TBS-ben oldott Aurion BSA-c oldat 

CA1,2,3 – cornu ammonis (ammonszarv) 1,2,3-mas régió 

CCK – kolecisztokinin 

CB1 - 1-es típusú kannabinoid receptor 

ChAT – kolin-acetiltranszferáz  

CTF - α-szekretáz C-terminális fragmense  

DAB – 3,3’diaminobenzidin 

DG – gyrus dentatus 

DN – disztrófiás neurit 

DV - desztillált víz 

EC – entorhinális kéreg 

eGFP - zöld fluoreszcens fehérje  

EOAD – eary onset -korai kezdetű 

FAD - családi öröklődésű, familiáris Alzheimer-kór 

GA – glutáraldehid 

GABA – gamma-amino-vajsav 

GABAA– A-típusú GABA receptor 

GFAP – glia fibrilláris savas protein 

gcl – stratum granulosum 

HIPP – hippokampusz 
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HDR – homológ rekombináció 

HIL - hilus 

HSA - humán szérum albumin 

Iba1 - ionizált kalcium-kötő adapter fehérje 

IN - interneuron 

LOAD – late onset késői kezdetű 

KI - knock-in, meghatározott gének beillesztése 

KO – knock-out, meghatározott génekek kiütése 

MS – mediális szeptum 

ml – stratum moleculare 

NL2 – neuroligin 2 

OLM – oriens-lacunosum moleculare sejt 

PB – foszfátpuffer 

pcl – stratum pyramidale 

PNN – perineuronális hálózat 

PV /PV+ - parvalbumin, parvalbumin immunjelölésre pozitív 

SAD - szórványos megjelenésű Alzheimer-kór  

se – szeptum 

sl – stratum lucidum 

sl-m – stratum lacunosum-moleculare 

so – stratum oriens 

SOM - szomatosztatin 

sr – stratum radiatum 

sp – stratum pyramidale 

TB – tris puffer 

TBS – tris pufferelt fiziológiás sóoldat 

vAChT - vezikuláris acetilkolin transzporter 

VGAT - Vezikuláris  GABA transzporter  

VIP - vazoaktív intestinális peptid 

vGluT1,2,3 – 1-es, 2-es, vagy 3-mas típusú vezikuláris glutamát transzporter 

VT – vad típusú egér 
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I. BEVEZETÉS 

 

I.1.Az Alzheimer-kór  

 

I.1.1. A betegség klinikai tünetei, kórlefolyása 

Az Alzheimer-kórt (AK) először, 1907-ben Alois Alzheimer, német orvos írta le 

(Stelzmann és mtsaiés mtsai, 1995). Ez a demencia leggyakoribb formája, amely az egész 

világon súlyos közegészségügyi kérdés. Az AK lehetséges tünetei: a rövid- és hosszútávú 

emlékezet zavara, az izmok feletti kontroll elvesztése, így a rutinmozdulatok 

elvégzésének nehézkessé válása, az absztrakt gondolkodás és az ítélőképesség romlása, 

hangulatváltozás, zavartság, ingerlékenység, esetleg erőszakossá válnak a betegek. A 

súlyos állapotú AK-os beteg önellátásra nem képes, mindemellett nem tud gondolkozni 

és beszélni sem. A betegség tulajdonképpen az értelem és a személyiség lassú szétesése. 

Az AK kialakulása soktényezős folyamat, még nem sikerült olyan módszert 

találni, amely önmagában elegendő lenne a pontos diagnózis felállításához, vagy annak 

kiszűréséhez. Több lépcsős vizsgálati folyamat után, 90%-os valószínűséggel 

megállapítható a már kialakult AK, de ehhez szükséges a beteg részletes kikérdezése, 

olyan laboratóriumi vizsgálatok elvégzése, amelyek kizárják az egyéb, szellemi 

leépüléssel járó belgyógyászati betegségeket, szükséges a memória és problémamegoldó 

készségek tesztelése, valamint az agy, képalkotó módszerekkel (CT, MRI, amiloid és tau 

PET vizsgálat) való feltérképezése. Jelenleg is, teljes bizonyossággal csak az agyszövet 

boncolásával lehet azt kimondani, hogy valaki életében AK volt. 

Speciális körülmények között (mint például a gyorsan kialakuló vagy az atipikus 

jellemzőkkel rendelkező demencia, illetve a korai kezdetű demencia) más tesztek is 

alkalmazhatóak, ilyenek például a cerebrospinális folyadékban fellépő kóros amiloid-béta 

(Aβ) és tau mérése. Az amiloid-béta jelenléte, önmagában nem jelenti teljes bizonysággal 

az AK meglétét, hiszen számos vizsgálat kimutatta, hogy az Aβ jelenléte önmagában nem 

mindig okoz AK-t (Breijyeh és mtsaiés mtsai, 2021). A mai napig nem egyértelmű a 

kezdeti stádiumban az AK kimutatása, de a kialakulásához vezető okok sem, így számos 

hipotézis született a különböző megközelítesek alapján. A következőkben ezt szeretném 

bemutatni. 
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I.1.2. Az Alzheimer-kór kialakulásának néhány fontosabb hipotézise 

Az Alzheimer-kór kialakulásának hipotéziseit több összefoglaló cikkben is 

részlezik, a disszertációmban felsoroltakat Du és munkatársai 2018-ban megjelent 

munkája alapján mutatom be (Du és mtsaiés mtsai, 2018). 

 

I.1.2. 1.Kolinerg hipotézis  

A kolinerg diszfunkción alapuló AK hipotézis a legrégebbi (Contestabile, 2011). 

Már a 80-as évek elejétől több tanulmányban leírták, hogy AK-betegek biopsziás (Francis 

és mtsaiés mtsai, 1993) és posztmortem agyszövetének biokémiai vizsgálatai során 

csökkent kolin-acetil-transzferáz aktivitás (Wilcock és mtsaiés mtsai, 1982), acetilkolin 

szintézis (Sims és mtsaiés mtsai, 1983), kolinfelvétel (Rylett és mtsaiés mtsai, 1983) és 

acetilkolin felszabadulás (Nilsson és mtsaiés mtsai, 1986) volt megfigyelhető. Ezek a 

megfigyelések azt jelentették, hogy a kolinerg idegsejtek degenerációja és az ezzel járó 

kolinerg neurotranszmisszió elvesztése az agykéregben és más területeken (striatum, 

hippokampusz, nucleus basalis) jelentősen hozzájárult a kognitív funkciók romlásához 

Bartus és mtsaiés mtsai, 1982;  Perez és mtsaiés mtsai, 2007). Az acetilkolin (ACh) a 

kolinerg idegsejtek által használt neurotranszmitter, amely számos élettani folyamatban 

részt vesz, így például a figyelem, a tanulás, a memória, a stresszválasz, az ébrenlét és 

alvás, valamint a szenzoros információk feldolgozásában (Haam and Yakel, 2017; 

Miranda and Bermúdez-Rattoni, 1999; Sarter and Bruno, 1997). Kimutatható, hogy a 

preszinaptikus kolinerg terminálisokban található nikotinos- és muszkarinos acetil-kolin-

receptorok számának csökkenése csökkenti a kognitív funkciót (Nordberg, 1992; 

Whitehouse és mtsaiés mtsai, 1988). In vitro vizsgálatok azt is bizonyították, hogy az Aβ 

gátolja a kolinerg neurotranszmissziót (Auld és mtsaiés mtsai, 1998; Kar és mtsaiés mtsai, 

2002).  

A jelenleg rendelkezésre álló gyógyszeres kezelések egy része a kolinerg 

hipotézisen alapulnak (Vaz and Silvestre, 2020). A kolinészteráz inhibitorok az AK 

gyógyszeres kezelésének alappillérei, gátolják a kolinészterázt, amely az AcH 

lebontásásért felel ezzel emelik a neurotranszmitter szintjét és a tünetek módosulását 

eredményezik (Burns and Iliffe, 2009; Sharma, 2019). A kolin (acetilkolin 

neurotranszmitter prekurzora) fontos szerepet tölt be különböző sejtfunkciókban, metil -

donorként szolgál és a sejtmembránok előállításának előfutára. A kolin aktiválja az 
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α7nAch receptort, és a Sigma -1 receptor (σ1R) agonistájaként is működik. Ezek a 

receptorok szabályozzák a központi idegrendszer immunválaszát, és diszregulációjuk 

hozzájárul az AK patogeneziséhez (Velazquez és mtsaiés mtsai, 2019, 2020). A 

hippokampuszban található kolinerg rostok a mediális szeptumból kolinerg sejtjeiből 

erednek. 

Az előbbi eredmények jól mutatják a kolinerg rendszer jelentőségét az AK 

patogenezisében, ezért is választottam dolgozatom egyik témájának a mediális szeptum 

(MS) kolinerg rostjainak vizsgálatát mind egészséges, mind pedig AK egér modelben. 

 

I.1.2.2. Aβ kaszkád hipotézis  

Az Aβ 36-43 aminosavból álló peptideket jelöl, amelyek az amiloid plakkok fő 

alkotóelemei. Az Aβ normál funkcióját nem ismerjük jól, de számos lehetséges aktivitást 

fedeztek fel, beleértve a kináz enzimek aktiválását, szerepet játszik az oxidatív stressz 

elleni védekezésben, a koleszterintranszport szabályozásában, transzkripciós faktorként, 

és antimikrobiális aktivitásban (Baruch-Suchodolsky and Fischer, 2009; Igbavboa, 2009; 

Yao and Papadopoulos, 2002). 

 Az Aβ fehérje extracelluláris lerakódásai, mint a szenilis plakkok, az 

intraneuronális neurofibrilláris kötegek és a nagymértékű neuronális veszteség az AK 

legfontosabb patológiás tulajdonságai. Így az Aβ peptideket már régóta az AK potenciális 

célpontjának tekintik és az elmúlt húsz évben az új gyógyszerek kutatása is erre irányult 

(Cummings és mtsaiés mtsai, 2016). Az anti-Aβ terápiában a legközvetlenebb stratégia 

az Aβ termelésének csökkentése a β- és γ-szekretáz célzásával (Vassar and Citron, 2000). 

Meg kell jegyezni azonban, hogy egyes esetekben az AK betegeknél nem feltétlenül 

jellemző a túltermelődő amiloid prekurzor fehérje (APP), ezen túlmenően, a különböző 

Aβ izoformák endogén pozitív regulátorokként is szolgálhatnak a hippokampusz 

szinapszisainak neurotranszmitter felszabadulásához (Abramov és mtsaiés mtsai, 2009).  

Az anti-amiloid terápiának három megközelítése létezik: az Aβ-termelés 

csökkentése, az Aβ aggregáció megelőzése és az Aβ eltűntetésének (cleareance) 

elősegítése, eddig egyik stratégia sem hozta a várt sikert (Vaz and Silvestre, 2020).  
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1.ábra. Az amiloid prekurzor fehérje (APP) feldolgozásának útjai és az amiloid-β (Aβ) 

formák kialakulása módosítva (Polanco és mtsaiés mtsai, 2018).  

 

I.1.2.3. Az amiloid prekurzor fehérje feldolgozásának útjai és az amiloid-β formák 

kialakulása  

Számos APP izoforma létezik: az elsődleges neuronális formája az APP695, míg 

az asztrociták és a mikrogliák az APP751-et és APP770-et is kifejezik (Del Turco és 

mtsaiés mtsai, 2016). Az APP feldolgozása számos idegsejt kompartmentben megy végbe 

- ideértve az axonokat, az idegvégződéseket és a dendriteket - ami számos biológiailag 

aktív molekula részletet eredményez (1.ábra) . A szinaptikus aktivitás által stimulált, 

nem-amiloidogén (vagyis nem Aβ-formáló) APP-feldolgozási útvonalban, a felszíni 

APP-t elsősorban az α-szekretáz dezintegrin és a metalloproteáz-domént tartalmazó 10-

es protein hasítja (ADAM10) (Hoey és mtsaiés mtsai, 2009; Prox és mtsaiés mtsai, 2013). 

Amikor a szolubilis APPα felszabadul az extracelluláris környezetbe, akkor az APP egy 

rövid darabja, az α-szekretáz C-terminális fragmense (α-CTF) a membránba beillesztve 

marad. Ezt a fragmenst ismeri fel a γ-szekretáz komplex, amely endopeptidáz-szerű ε-

hasítással az APP intracelluláris doménjének (AICD) intracelluláris felszabadulásához 

vezet és létrejön a p3 fragmens karboxipeptidáz-szerű γ-hasítással (Vassar, 2013). Mivel 



9 

a kezdeti α-hasítás az Aβ régión belül zajlik, az Aβ képződése kizárt. Az amiloidogén út 

(ami Aβ képződéshez vezet) azt feltételezi, hogy az a felszíni APP, amely nem ment át α 

hasításon, internalizálódik az endoszómákba, ahol az 1-es és 2-es típusú β szekretázok 

(BACE1 és BACE2) egy olyan helyen hasítják, amelyen az Aβ aminoterminálisává válik. 

A hosszú β-szekretáz C-terminális fragmentuma (β-CTF) a membránhoz rögzítve marad, 

míg az oldható APPβ (sAPPβ) felszabadul. A γ-szekretáz komplex kezdetben 

endoproteolitikus ε-vágásokkal hasítja a β-CTF-et, létrehozva az AICD-jét, valamint az 

Aβ48 és Aβ49 két formáját. Ez két peptid tovább hasítódik a γ-szekretáz által, amely exo-

proteolitikus γ -vágásokat hajt végre 3-4 alkalommal a hidrofób szekvencián belül, 

rövidebb peptideket képezve: az Aβ48 az Aβ45, az Aβ42 és az Aβ38, míg az Aβ49 az 

Aβ46, Aβ43 és Aβ40 kialakulását eredményezi (Takami és mtsaiés mtsai, 2009). Ha  túl  

nagy mennyiségű Aβ  szintetizálódik,  egy  kritikus koncentrációt meghaladva, toxikus 

aggregátumok keletkeznek, ezek a sejtek  között  kicsapódva plakkokat  hoznak létre. Az 

amiloid  hipotézis  szerint,  a  neuronokat  az  extracellulárisan jelenlévő  Aβ  

szignalizációs hatásai károsítják, Ca2+ áramlik be a sejtekbe, felborul a fehérjék  

foszforilációs  egyensúlya,  és a sejteken  belül  sejtkárosító  fehérjék  csapódnak  ki. 

Az APP feldolgozása szigorúan szabályozott és a dendritek és axonok mentén a 

szekretázokkal együtt - a szekréciós útvonalon keresztül - a preszinaptikus boutonokba 

továbbítódik (Born és mtsaiés mtsai, 2014), itt zajlik a BACE1 és az APP közötti 

kölcsönhatás. Noha az Aβ szekretálódhat mind preszinaptikusan, mind 

posztszinaptikusan (DeBoer és mtsaiés mtsai, 2014), az axonálisan szekretált fragmensek 

többsége endocitózis által a szómába kerül, feldolgozódik és a terminálisba szállítódik 

(Niederst és mtsaiés mtsai, 2015). 

 

I.1.2.4. Gyulladásos hipotézis  

Az AK jellemző kísérői a reaktív gliózis és a neuroinflammáció. Egyre több 

bizonyíték igazolja, hogy a mikrogliák az AK központi szereplői, miután a reaktív 

mikrogliák és az asztrociták körülveszik az amiloid plakkokat és számos 

gyulladáscsökkentő citokint választanak ki. Ezek az események az AK kialakulásának 

korai, legfontosabb mozgatórugóinak tekinthetők. A mikrogliákkal kapcsolatos 

útvonalakat központi kérdésnek tekintették a betegség kockázata és a patogenezis során, 
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így genetikai és transzkriptomikai vizsgálatokkal is alátámasztották (Bolós és mtsaiés 

mtsai, 2017; Dong és mtsaiés mtsai, 2017). 

 

I.1.3. Az Alzheimer-kór kialakulásának főbb típusai, kiváltó okok 

 Az AK két típusba sorolható attól függően hogy az mikor jelenik meg a beteg élete 

során, így az felosztható korai (<60 év, EOAD – eary onset) és a késői (> 60 év, LOAD 

– late onset) betegség típusra (Bertram és mtsaiés mtsai, 2010; Blennow és mtsaiés mtsai, 

2006). A két megjelenési formánál mások a kiváltó okok. Humángenetikai szempontból 

szintén két forma különböztethető meg, az egyik örökletes, családi AK (FAD), amely 

megfelelt az EOAD-nak; a másik pedig szórványos megjelenésű AK (SAD), amely a fenti 

LOAD csoportnak felel meg (Bertram és mtsaiés mtsai, 2010; Ling és mtsaiés mtsai, 

2003). Az összes Alzheimer-kóros betegnek csupán 4–8% -a szendved családi öröklődésű 

megbetegedésben.  

Emberekben a FAD-t autoszomális domináns mutációk okozzák az APP (Goate 

and Hardy, 2012), PSEN1 és PSEN2 génekben (Campion és mtsaiés mtsai, 1995; Cruts 

és mtsaiés mtsai, 1995), ezek a gének számítanak az AK egyik fő genetikai kockázati 

tényezőjének. A szórványos AK a gyakoribb forma, az összes megbetegedés több mint 

90% -át teszi ki (Goedert and Spillantini, 2006). Felvetődött, hogy a genetikai és 

környezeti tényezők szinergikus hatása lehet felelős a FAD és az SAD formákért (Huang, 

Yadong; Mucke, 2012). Több típusú kockázati tényezőt is leírtak, ilyenek például a női 

nem (Mielke és mtsaiés mtsai, 2014), az életkor, az alacsony iskolázottsági fok (Grünblatt 

és mtsaiés mtsai, 2009), a dohányzás (Catado és mtsaiés mtsai, 2010); az elhízás 

(Beydoun és mtsaiés mtsai, 2008; Kivipelto és mtsaiés mtsai, 2005) és a diabetes mellitus 

(Arvanitakis és mtsaiés mtsai, 2004). A klinikai és a neuropatológiai elemzések azt 

mutatják, hogy a FAD spasztikus bénulással, amiloid angiopátiával, és nem-neuritikus, 

gyapjúszerű plakkokkal, neurofibrilláris kötegekkel járhat (Crook és mtsai, 1998; E. 

Hellstrom-Lindahl et al, 2009; Lleo et al, 2006).  

 

I.1.3.1. Az Alzheimer-kór népegészségügyi jelentősége 

2007 és 2017 között Európában, a neurológiai rendellenességek közül a 

legnagyobb növekedés az Alzheimer-kór és más demenciák okozta halálesetek körében 

történt (46,2%), 2017-ben az 1,72 millió haláleset 2,51 millióra emelkedett (Nichols és 
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mtsaiés mtsai, 2019). Az Alzheimer-kór előfordulása Európában 1000 emberre 

vonatkoztatva 11,08 beteg volt; nemek szerint lebontva, ez a férfiakban 7,02, a nőkben 

13,25 beteget jelent; ezek az arányok az életkor emelkedésével egyre inkább  növekedést 

mutatnak  (Niu, 2017). 

I.1.4. Az Alzheimer-kór vizsgálatára használt egér modellek rövid jellemzése  

Az AK-ban előforduló génmutációkat hordozó transzgenikus egér modellek 

előállítása nagymértékben hozzájárul a betegség hátterének és megértésének kutatásához. 

A jelenleg elérhető transzgenikus egérmodellek teljesebb körű rendszerezése, amely 

közel 210 állattörzset foglal magában a http://www.alzforum.org/res/com/tra/ honlapon 

található. A homológ rekombinációs technikán alapú AK modellek közé tartoznak azok 

az egértörzsek, amelyekben az AK-hoz kapcsolódó géneket vagy kiütik (knockout (KO)) 

vagy beillesztik (knock-in (KI) egy adott szakaszon.   

Kísérleteinkben egy új KI törzset használtunk, az APPNL-F egereket, amelyeket 

Saito és munkatársai mutattak be (Saito és mtsaiés mtsai, 2016). Az APPNL-F modell 

kiküszöböli az APP túlzott mértékű expressziója által okozott és a betegségre nem 

jellemző műtermékeket azáltal, hogy az állatokban kifejeződő APP promotere nem 

mesterséges, hanem az egér saját APP promotere. Itt az APP KI konstrukció tartalmaz 

egy humanizált Aβ régiót, azaz az egér génjét kicserélték az emberi génre úgy, hogy az 

két patogén mutácót tartalmaz, ezek a svéd „NL” és az ibériai „F” mutációk. Az endogén 

egér APP promóterének használata miatt a konstrukció a megfelelő sejttípusú és időbeli 

specifitással rendelkező sejtekben expresszálódik. Ezekben az állatokban az Aβ 

felhalmozódása hat hónap körül alakul ki. Az Aβ42 kifejezett emelkedése jellemző a svéd 

és az ibériai mutációk APP proteolízisére gyakorolt együttes hatása miatt, amelyek 

növelik a teljes Aβ és Aβ42 mennyiségét. Az APPNL-F egerek számos AK-ral társuló 

patológiát mutatnak, ideértve az amiloid plakkokat a kéregben és a hippokampuszban, a 

szinaptikus veszteséget, valamint a mikrogliózist és az asztrocitózist, különösen a 

plakkok közelében. Neurofibrilláris kötegeket nem észleltek, bár a plakkok körül 

kialakuló disztrofikus neuritokban megnövekedett foszforilált tau-szint figyelhető meg. 

Nagyon előrehaladott korban, legalább 24 hónapos korban a tau patológiára utaló néhány 

jelet észlelnek a hippokampuszban, ám ezek sztochasztikus jellegűek és esetleg 

műtermékek lehetnek (Takaomi Saido megfigyelés). Az APPNLF egerek kognitív 

károsodás jeleit mutatják 18 hónaposan, különösen a memória romlását, az Y 

http://www.alzforum.org/res/com/tra/
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labirintusban mérve. A Morris vízlabirintusban végzett viselkedéstesztek eredményeiben 

nem volt szignifikáns eltérés (Nilsson és mtsaiés mtsai, 2014). 

 

I.2. Az egér hippokampusz funkcionális anatómiájának összefoglalása 

 

I.2.1. A hippokampális formáció anatómiája, kapcsolatrendszere, felépítése 

A több mint egy évszázados neuroanatómiai kutatások és a szó szerint több tízezer 

tudományos cikk ellenére sem született egyetértés a hippokampusz nevezéktanának egyes 

szempontjairól. A dolgozatomban Andersen és munkatársainak (Andersen és mtsaiés 

mtsai , 2009) szakkönyve alapján foglalom össze vázlatosan a hippokampális formáció 

anatómiájához kapcsolódó legfontosabb tudnivalókat. A könyvben elfogadott vélemény 

szerint a hippokampális formációt a hippokampusz ammonszarvai (CA1-3, a CA 

rövidítés a cornu ammonisból származik) és a hozzá kapcsolódó agyi területek (az 

entorhinális kéreg, a gyrus dentatus, a presubiculum, a parasubiculum és a subiculum) 

együttese határozza meg, amelyek funkcionális rendszert alkotnak. Általánosságban 

hippokampusznak a gyrus dentatus és a CA1-3 régiók együttesét szokták nevezni, a 

disszertáció további részében ezt követem. 

A hippokampális formáció ősi agyi struktúra, az archikortex része; rágcsálókban 

hosszúkás alakú, az agy középvonalától a hossztengelye mentén elnyújtottan, c-alakban 

helyezkedik el, rostrodorzálisan a szeptális magok közelében, a thalamus felett és a 

temporális kéreg kezdeti részétől caudoventrálisan. A subiculum a szeptotemporális 

tengely egyharmadánál található; az entorhinális kéreg ennél még kaudálisabban 

helyezkedik el, közöttük van az anguláris köteg, amely az entorhinális kéreg és a 

hippokampális formáció többi részének információcseréjét közvetítő axonokat gyűjti 

össze. A fimbria nevű axonköteg a szeptális pólus előtt található és köti össze a 

hippokampális formációt a többi agyterülettel, majd a fornixban folytatódik. A 

kommisszurális rostok kötik össze kétoldali hippokampuszokat (Andersen és mtsai, 

2009). 

A hippokampális formáció különböző típusú glutamáterg sejtjei egymással 

jellemzően egyirányú kapcsolatrendszert alkotnak, amely a gyrus dentatus felől a CA1 

felé halad és kiindulási pontja az entorhinális kéreg. Ez a terület begyűjti a többi kérgi 

struktúrából származó szenzoros információkat, majd a II. rétegében található 
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piramissejtek a perforáns pályán keresztül a gyrus dentatus szemcsesejtjeihez és CA3-ba 

küldik axonjaikat, míg a III. rétegében található piramissejtek a CA1-be és a subiculumba 

küldik rostjaikat a perforáns és alveoláris pályán keresztül. A gyrus dentatus 

szemcsesejtjei a moharostokon keresztül érik el a CA3 piramissejtjeit, amely utóbbiak 

végül axonjaikkal, a Schaffer-kollaterálisokkal küldenek információt a CA1-es 

piramissejtek dendritjeire. A CA1-ben található piramissejtek a subiculumba, valamint az 

entorhinális kéreg mély, V. rétegébe vetítenek. A subiculumból származó információ 

szintén eléri az entorhinális kéreg V. rétegének sejtjeit; melyek a többi kérgi struktúra felé 

közvetítik a hippokampuszban már feldolgozott információt. A korai szakirodalom 

kihangsúlyozta az első három kapcsolatot (EC → DG (1. szinapszis), DG → CA3 (2. 

szinapszis),CA3 → CA1 (3. szinapszis)) a hippokampális összeköttetések közül , 

amelyeket a „tri-szinaptikus hurok” kifejezés alkalmazásával kiemeltek a többi pálya 

együttese közül (Andersen és mtsai, 1971). 

 

2. ábra. A hippokampális formációés 

rétegeinek sematikus képe. Módosítva.. 

Forrás: (Andersen P., 2007).  

 

A hippokampusz rétegeinek bemutatásánál 

(2.ábra) a gyrus dentatus és CA1-3 régiók 

felépítésére térek ki vázlatosan, mivel a 

dolgozatomban ezek a területek szerepelnek. 

Keresztmetszetben ezek a területek két 

egymásba forduló U-alakot formáznak és 

jellegzetes lamináris szerkezetet mutatnak. A 

gyrus dentatus principális sejtei, a 

szemcsesejtjek egy rétegbe, a stratum 

granulosumba rendeződnek, és az egyik U-alakot formázzák: a felső, CA1 és CA3 között 

elhelyezkedő egyenes része a szuprapiramidális él, a CA3 alatti egyenes az 

infrapiramidális él. Dendritjeik a molekuláris rétegben (stratum moleculare) ágaznak szét. 

A stratum granulosumba rendeződött szemcsesejtek élei között található a polimorf réteg, 

mely interneuronokat, mohasejteket és a szemcsesejtek moharostjait tartalmazza. A CA1-
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3 régiók piramissejtjei szintén egy rétegben lokalizálódnak, a stratum pyramidaléban; a 

régiók közötti határokat a piramissejtek morfológiája alapján lehet elkülöníteni. A CA1 

piramissejtjei kisebb méretűek, a CA3 és CA2-es piramissejtek nagyobbak, és csak a CA3 

piramissejtjei kapnak bemenetet a szemcsesejtek moharostjaitól a stratum lucidum 

rétegben. A piramissejtek basalis dendritjei a str. oriensben ágaznak el, az apikális 

dendritjeit és elágazásait a stratum radiatum tartalmazza; a legvékonyabb ágait a stratum 

lacunosum-moleculare, amely a hippokampális hasadékhoz legközelebb helyezkedik el. 

 

I.2.2. A hippokampuszon belüli gátlás, a hippokampális interneuronok  

 A hippokampuszban található GABAerg, gátló interneuronokat (IN) 

leggyakrabban az alapján különítik el, hogy axonfájuk a serkentő piramissejtek 

felszínének mely részén végződnek. Ez azért meghatározó szempont, mert az idegsejtek 

a dendritjeikre érkező szinaptikus bemenetek által kiváltott jeleket szómájukon összegzik, 

majd a kimenő jel a sejttestről eredő axon iniciális szegmentumokban (AISZ) keletkezik, 

és innen terjed végig az axonágakon. Tehát minél közelebb helyezkedik el egy gátló 

szinapszis az AISZ-hez, vagyis az akciós potenciál keletkezési helyéhez, annál 

hatékonyabban képes befolyásolni a sejt tüzelését vagy annak tüzelési ritmusát, míg, ha 

a gátlás a dendritekre érkezik akkor az a sejt ingerelhetőségét és plasztikus tanulási 

folyamatokban betöltött szerepét lesz képes befolyásolni térben és időben. 

 

A hippokampuszban található interneuronok 

 A hippokampuszban a lokális, GABAerg gátló IN-ok a teljes neuronális 

sejtpopuláció ~ 10–15% -át teszik ki, amelyek jelenlegi tudásunk szerint legalább 21 

altípusba sorolhatóak és erről több részletes összefoglaló is készült (Bezaire, 2013; 

Freund, Tamás F., Buzsáki, 1996; Klausberger and Somogyi, 2008; Pelkey és mtsaiés 

mtsai, 2017). Az interneuronokat a piramissejtekhez viszonyított kapcsolatuk alapján, 

periszomatikus régiót célzó és dendriteket célzó csoportra oszthatjuk, valamint 

megkülönböztetünk helyi, interneuron specifikus és vetítő interneuronokat (3.ábra). 

 

a. A piramissejtek periszomatikus régióját célzó interneuronok: 

 A periszomatikus régiót célzó sejtek egyik típusa a kosársejtek, amelyek a 

piramissejtek sejttestjét és proximális dendritjeit idegzik be. Szómájuk többnyire a 
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stratum pyramidale (s.p.) szomszédságában helyezkedik el; dendritjeik minden rétegben 

megtalálhatók, axonjaik a stratum pyramidalét célozzák, ahol kosárszerűen 

terminálisokkal veszik körbe a piramissejteket. A kosársejteknek két típusát 

különböztetjük meg neurokémiai tulajdonságaik alapján. Az egyik típusuk a parvalbumin 

pozitív (PV+) kosársejtek, amelyek egyenként kb. 2500 piramissejtet idegeznek be és 

mindegyikre átlagosan 6 szinapszist adnak (Bezaire, 2013; Freund and Buzsáki, 1996; 

Lee és mtsaiés mtsai, 2010). A PV+ kosársejtek adják a CA1 régión belül a PV tartalmú 

sejtjek ~60%-át (Baude és mtsaiés mtsai, 2007) és a piramissejteken kívül kölcsönösen 

egymást is gátolják, periszomatikus beidegzés révén, ugyanakkor egymás aktivitás 

mintázatát össze is hangolják  (Hu és mtsaiés mtsai, 2014a). Ennek megfelelően PV 

kosársejtek szabályozzák a principális idegsejtek aktivitását és hálózatuk meghatározó 

szerepet játszik a környező sejtcsoportok működésének szabályozásában, környező 

idegsejtek összehangolt aktivitásának kialakulásában és ezáltal az oszcillációs mintázatok 

kialakulásában (Fuchs és mtsaiés mtsai, 2007; Hu és mtsaiés mtsai, 2014b).  

 A kosársejtek másik típusa, a kolecisztokinin pozitív (CCK+) IN-ok, amelyek 

plasztikus finomhangoló szabályozóként működnek, sejtcsoportok szinkron működését 

modulálják a szubkortikális bemenetek függvényében, amelyek információt hordoznak a 

motivációról, az érzelmekről és az állat autonóm állapotáról (Freund and Buzsáki, 1996; 

Freund and Katona, 2007; Freund és mtsaiés mtsai, 2003). Ezek az interneuronok 3-as 

típusú vezikuláris glutamát transzportert (vGluT 3) is kifejeznek szómájukban és 

terminálisaikban (Somogyi és mtsaiés mtsai, 2004), valamint preszinaptikusan 1-es 

típusú kannabinoid receptorokat (CB1) (Katona és mtsaiés mtsai, 1999).  

 A kosársejteken kívül, a periszomatikus régiót célzó IN-ok másik típusa a 

kandeláber- vagy axo-axonikus sejtek (AAS), amelyek a piramissejtek axonjának kezdeti 

szakaszára (axon iniciális szegmentjére) adnak gátló szinapszisokat. Az AAS becslések 

szerint a CA1 hippokampális IN-ok ~4% -át (~1500 sejt) teszik ki, tehát az összes CA1 

neuron 0,04% -át képviselik (Bezaire & Soltesz 2013). Axonjaik akár 1200 piramissejtet 

is beidegezhetnek, valamint egyetlen piramissejt AIS-en átlagosan 2–15 boutonnal 

létesítenek szinapszist (Buhl és mtsaiés mtsai, 1994; Freund és mtsaiés mtsai, 1983; 

Pelkey és mtsaiés mtsai, 2017). 
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b. Dendritikus interneuronok 

Dendritikus IN-oknak a piramissejtek dendritjeit célzó gátló idegsejteket nevezzük, 

amelyeknek legalább nyolc típusát különböztetjük meg (Klausberger and Somogyi, 

2008). Elhelyezkedésüket tekintve, sejttestjeik a HC bármely rétegében megtalálhatóak, 

dendritjeik a hippokampusz különböző rétegeiben lokalizálódnak, axonjaikkal a 

piramissejtek különböző dendritszakaszait célozzák meg (Pelkey és mtsaiés mtsai, 2017; 

Vida és mtsaiés mtsai, 1998), valamint több neurokémiai markert is azonosítottak 

ezekben a sejtekben. Egyik ilyen, meghatározó neuropeptid a szomatosztatin (SOM), 

amely több IN típusban is megtalálható, így az oriens-lacunosum moleculare IN-okban 

(OLM), a kétrétegű axonarborizációval rendelkező (bisztratifikált) sejtekben a CA1-3 

régiókban, valamint a HIPP és HIL sejteka gyrus dentatusban. Az OLM sejtek sejttestje 

és dendritjei a stratum oriensben találhatóak, axonjaikkal a stratum lacunosum-

molecularéban a piramissejtek legtávolabbi dendritjeit idegzik be. Meghatározó szerepük 

van a hippokampális piramissejtek aktivitásának szabályozásában, mert fő serkentő 

bemenetüket a piramissejtek kollaterálisai adják és rajtuk keresztül jön létre egy negatív 

visszacsatoló gátló kör a piramissejteken (Blasco-Ibáñez and Freund, 1997; Klausberger 

és mtsaiés mtsai, 2004).  

A CCK+ dendritikus gátló IN-ok között vannak olyanok, amelyek a piramissejtek 

apikális dendritjét beidegzik be, mások a piramissejtek apikális és bazális dendritjeire 

érkező Schaffer-kollaterálisokkal és a commissurális pályával asszociálódó 

axonarborizációval rendelkeznek (Buhl és mtsaiés mtsai, 1994; Gulyás és mtsaiés mtsai, 

1993). A dendritikus IN-okban egyéb sejtspecifikus markert is azonosítottak, mint a 

vGluT 3-at, a neuronális nitrogénmonoxid-szintázt (MOP sejtek), a calbindint, a 

calretinint, valamint a neuropeptid Y-t (neurogliaform) (Freund és Buzsáki, 1996; Pelkey 

és mtsai, 2017). 

 

c. Interneuron-specifikus interneuronok 

Az IN-specifikus IN-ok sejttestje és dendritjei a stratum pyramidale, illetve radiatum 

rétegekben helyezkednek el és célzottan meghatározott IN-okkal létesítenek szinaptikus 

kapcsolatokat. Három különböző típust különböztetünk meg, amelyek az 1-es típusú 

calretinint expresszáló multipoláris sejtek, a 2-es típusú vezikuláris vazoaktiv intestinalis 

peptid (VIP)-et kifejező sejtek, végül a 3-as típusú, mindkét markert tartalmazó sejtek, 
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amelyek jelentős bemenetet kapnak szubkortikális magokból (Acsády és mtsai, 1998; 

Gulyás and Freund, 1996; Papp és mtsai, 1999).  

 

d. Vetítő interneuronok 

A vetítő sejteknek legalább öt különböző  típusát különböztetjük meg (Klausberger 

és Somogyi, 2008), sejttestjeik jellemzőn a stratum oriensben találhatóak, dendritjeik 

minden rétegben áthaladnak (Gulyás és mtsaiés mtsai, 2003; Jinno és mtsaiés mtsai, 2007; 

Takács és mtsaiés mtsai, 2008; Tukker és mtsaiés mtsai, 2007). Neuronális markereik 

jellemzően a COUP-TF-II. transzkripciós faktor, a szomatosztatin (SOM) vagy a 

muszkarinos acetilkolinreceptor 2-es típusa (M2) (Hájos and Freund, 2002; Hájos és 

mtsaiés mtsai, 1996; Jinno and Kosaka, 2006; Katona és mtsaiés mtsai, 2017); 

axonjaikkal a MS-ba, a szubikulumba és az entorhinális kéregbe, valamint a CA3 vagy a 

gyrus dentatusba vetítenek és szerepet játszanak az információfeldolgozás és a hálózati 

aktivitás szabályozásában (Gulyás és mtsai, 2003; Jinno és mtsai, 2007; Katona és mtsai, 

2017; Mattis és mtsai, 2014; Melzer és mtsai, 2012; Takács és mtsai, 2008; Tukker és 

mtsai, 2007). 

 

3.ábra: A hippokampusz CA1-es régiójában található piramissejteket (kék) legalább 21 

különböző típusú interneuron idegzi be. A piramissejtek szomatikus régióját beidegző 
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interneuronok: axonaxonikus IN, PV+ kosársejt, CCK/VIP+ kosársejt, CCK/ vGluT 3+ 

kosársejtek (sorrendben 1-4, narancssárga). Dendritikus gátlósejteket, melyek egy része 

távoli projekciókat is ad, pirossal, az interneuronokat beidegző interneuronokat 

rózsaszínnel jelöltük. A lila nyilak jelzik a projekciós axonok célpontját. A kép forrása: 

Neuronal Diversity and Temporal Dynamics: The Unity of Hippocampal Circuit 

Operations, Klausberger és Somogyi 2008. Engedéllyel módosítva és felhasználva. 

 

I.2.3. Interneuronok működési zavarai Alzheimer-kórban  

 A hippokampuszban a kálciumkötő-fehérjét, PV-t expresszáló IN-ok a GABAerg 

gátló neuronok változatos populációját képviselik, amelyek a piramissejteket elsősorban 

a szómán, az axon kezdeti szegmensén és a stratum radiatum, oriens vagy lacunosum-

moleculare rétegekben található dendriteken idegzik be (Freund, Támas F., Buzsáki, 

1996; Jinno and Kosaka, 2000; Klausberger és mtsai, 2004; Somogyi and Klausberger, 

2005; Tukker és mtsai, 2007). A legnagyobb interneuron populációt képviselik, amelyek 

a GABAA receptorokon keresztül szerepet játszanak a jellegzetes állapot függő oscillációk 

kialakulásában (Ferando and Mody, 2015; Klausberger és mtsai, 2003; Kohus és mtsai, 

2016).  

A MS PV+ neuronjai szelektíven beidegzik a hippokampuszban a GABAerg IN-

okat (Freund és Antal, 1988) miközben a theta oszcilláció során a MS PV+ pacemaker 

sejtjei ritmikus aktivitást közvetítenek a hippokampuszba a hippokampális interneuronok 

szinkronizálásán keresztül (Borhegyi és mtsai, 2004a; Hangya és mtsai, 2009). 

Emberekben a hippokampális  PV+ idegsejtek megváltozása összekapcsolódhat a 

hiperexcitabilitással és az epilepsziával (DeFelipe, 1999; Karlócai és mtsai, 2014; Wittner 

and Maglóczky, 2017).  

 A korábbi irodalomban ellentmondásos változásokat figyeltek meg a Svéd 

mutációt tartalmazó egerek kálciumkötő-fehérjét (beleértve a PV-t is) expresszáló 

idegsejtjeinek számában és regionális érzékenységében mind a hippokampuszban, mind 

pedig a MS-ban; valamint emberben is. APPswe/PS1dE9 transzgenikus egereknél 

észlelhető mértékben növekedett a PV pozitív immunoreaktiv sejtek száma (Verdaguer 

és mtsai, 2015). 14 hónapos APP/PS1 egerekben bemutatták, hogy a calbindin pozitív 

neuronok jobban érintettek a betegségben, mint a PV, valamint alrégió és réteg-specifikus 

változások voltak felfedezhetőek, a PV és calretinin pozitív neuronok számában (Popovi 
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és mtsai, 2008). A PV idegsejtek szignifikáns csökkenése volt jellemző APP/PS1 egerek 

hippokampuszának CA1-2 és DG régióira, és posztmortem humán agyban is (Brady and 

Mufson, 1997; Takahashi és mtsai, 2010). Emberben az entorhinális kéreg kaudolaterális 

részében, a II.-III. rétegi PV+ sejtek egyértelmű atrófiát mutattak (Mikkonen és mtsai, 

1999). 18 hónapos TauPS2APP egerekben a septo-hippokampális projekciók és cél 

neuronjaik vizsgálata során szignifikáns neurodegenerációt fedeztek fel a MS 

hippokampuszba vetítő PV+ GABAerg sejtjeiben, valamint a hippokampuszban található 

célsejtjeikben egyaránt, miközben alrégiótól és altípustól függően a kolinerg rostok 

változatlan maradtak (Loreth és mtsai, 2012).  

 A SOM összekapcsolódott az AK etiológiájával. A SOM az amiloid-béta 

legfontosabb bontóenzimének, a neprilizinnek az expresszióját és szinaptikus 

lokalizációját szabályozza (Hama and Saido, 2005; Saito és mtsai, 2005; Saiz-Sanchez és 

mtsai, 2015; Solarski és mtsai, 2018) alapvetően meghatározó AK-ban. Az emberi 

postmortem agyakból származó morfológiai vizsgálatok azt mutatták, hogy az amiloid 

plakkok többsége SOM+, duzzadt profilokat tartalmazott (Morrison és mtsai, 1985) és 

kimutatták a SOM jelenlétét disztrófiás neurit plakkokban (D.M. Amstrong, 1989).  

 A SOM+ idegsejtek neurodegenerációja szerepet játszhat a szinaptikus 

plaszticitás gyengülésében, és a félelmi memória és a tanulási folyamat hiányosságaihoz 

vezethet (Lovett-Baron, 2014). Ezenkívül számos tanulmány korábban bemutatta, hogy 

a SOM+ IN-ok száma a különféle AK modell egerek hippokampuszában jelentősen 

csökkent (Ramos és mtsai, 2006; Silva Albequerque és mtsai, 2015; Stanley és mtsai, 

2012). Mivel a neprilizin bontóenzim expresszióját a SOM jelenléte befolyásolja, az 

életkorral csökkenő számú SOM IN hatásának szintén szerepe lehet az amiloid-béta 

felhalmozódásában (Saito és mtsai, 2005).  

 

I.3 A mediális szeptum funkcionális anatómiájának rövid összefoglalása  

 

I.3.1. A mediális szeptum jelentősebb sejtpopulációi és azok vetítése 

A mediális szeptum – Broca-féle diagonális köteg (MS-DBB) a harmadik kamra előtt 

elhelyezkedő, középvonali agyterület, amely a lamina terminalis és a septum pellucidum 

területén helyezkedik el; rosztrálisan és dorzálisan a corpus callosum, laterálisan az 

agykamrák és a nucleus accumbens, kaudálisan a fornix határolja (Paxinos, G and 
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Franklin, 2012). A MS-ban számos különböző neurokémiai tulajdonságú sejtcsopotot 

különböztetünk meg. 

 

a. Acetilkolin tartalmú sejtek: 

Az egyik legnagyobb és egyik fő projekciós sejtpopuláció (Frotscher és mtsai, 1986), 

amely kolin-acetiltranszferáz (ChAT) immunreakció alapján különíthető el a  többi 

sejttől, lassú tüzelési aktivitás jellemző rájuk (Sotty és mtsai, 2003; Vandecasteele és 

mtsai, 2014). Vékony rostjaikkal a hippokampuszban IN-okat és piramissejteket is 

megcéloznak (Kiss és mtsai 1990; Nyakas és mtsai 1987; Freund és Antal, 1988), 

neuroligin-2 (NL2)-tartalmú szinapszisokat hoznak létre (Aznavour és mtsai, 2005; 

Takács és mtsai, 2013; Umbriaco és mtsai, 1995). Kimutatták, hogy a bazális előagyi 

kolinerg sejtek egy része GABA ürítésére is képesek az agykéregben (Takács és mtsaiés 

mtsai, 2018)  

 

b. GABA tartalmú sejtek: 

A GABA tartalmú sejtek egyik típusa a PV+ sejtek, melyek projekciós neuronok 

(Freund és mtsai, 1989), és vagy gyorsan vagy csomagokban tüzelnek (Manseau és mtsai, 

2008; Sotty és mtsai, 2003), hippokampális IN-okat idegeznek be (Borhegyi és mtsai, 

2004b; Hangya és mtsai, 2009). Elhelyezkedésüket tekintve a PV+ sejtek többnyire a 

belső, míg a kolinerg sejtek a PV–osak körül a külső réteget foglalják el a MS-ban (Kiss 

és mtsai, 1990). Kutatócsoportunk nemrégen megjelent cikkében bemutatjuk, hogy a 

medián raphe vGluT2 sejtjei erős beidegzést adnak a MS- diagonális köteg vertikális 

ágának területére és szelektíven a PV+ GABAerg sejteken végződnek (Szőnyi és mtsai, 

2019). Ez a kapcsolat kiemelt jelentőséggel bírhat abban, hogy a negatív élmények során 

a memóriarögzítésért felelős rendszereket megfelelő állapotra hangolja (Borhegyi és 

mtsai, 2004a; Vertes and Kocsis, 1997). A GABA tartalmú sejtek másik típusa a calbindin 

tartalmú sejtek, melyek főként lokális kollaterálisokat adnak, de az entorhinális kéregbe 

is küldenek rostokat (Aznar és mtsai, 2004; Fuchs és mtsai, 2016; Kiss és mtsai, 1997b). 

 

c. Vezikuláris glutamát transzporter 2-es típusát (vGluT2) tartalmazó sejtek: 

Ez a serkentő sejtpopuláció a rostjaival, a szeptohippokampális pálya mintegy 

negyedét alkotja (Huh és mtsai, 2010; Sotty és mtsai, 2003), jellemzően a stratum oriens 
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IN-jait célozza meg, de az entorhinális kéregbe is vetít, ahol többnyire piramissejteket 

talál meg (Fuhrmann és mtsai, 2015; Justus és mtsai, 2016; Manns és mtsai, 2001; 

Robinson és mtsai, 2016).  

 

d. A szeptumban található egyéb sejttípusok: 

Említeném még a SOM, neurotenzin, enkephalin, calcitonin génnel rokon peptid , 

vazointesztinális peptid , neuropeptid Y  CCK, luteinizáló hormont serkentő hormon  

tartalmú sejteket, mint kisebb részben előforduló szeptális sejtpopulációt (Dobolyi és 

mtsai, 2005; Frankfurt és mtsai, 1986; Gall and Moore, 1984; Gau és mtsai, 2002; Köhler 

and Eriksson, 1984) 

 

I.3.2 A szepto-hippokampális kolinerg rendszer és az Alzheimer-kór  

A bazális előagyból (BF) származó ChAT idegsejtek biztosítják a kolinerg 

beidegződés fő forrását az agykéregben és a hippokampuszban, és kulcsszerepet 

játszanak az emlékezésben és a figyelem működésében (Hasselmo and Bower, 1993; 

Jones, 1993; Mesulam és mtsai, 1983). Ahogyan az a bevezetőben is részben említésre 

került, számos tanulmány kimutatta, hogy a BF kolinerg sejtek, illetve azok 

projekciójának diszfunkciója vagy elvesztése az AK patogenezisének legkorábbi kóros 

eseményei közé tartozik (Foidl és mtsai, 2016; Geula és mtsai, 2008; H. Ferreira-Vieira 

és mtsai, 2016; Hampel és mtsai, 2018; Nyakas és mtsai, 2011; Schliebs and Arendt, 

2006). A kolinerg rendszer degenerációja az AK patológiájának tipikus jellemzője (Sims 

és mtsai, 1983; Wilcock és mtsai, 1982) és ezeknek a betegeknek gyakran epilepsziás 

rohamaik vannak (Amatniek és mtsai, 2006). Valójában, a MS kolinerg vetítésének 

szelektív léziója növeli a rohamok előfordulását a hippokampuszban a (Ferencz és mtsai, 

2001; Freund és mtsai, 1989; Silveira és mtsai, 2000) míg a REM-alvás, amely a fokozott 

kolinerg sejt aktivitással jár együtt (Zhang és mtsai, 2010), elnyomó hatást gyakorol az 

epilepsziás rohamokra (Crespel és mtsai, 1998; Frauscher és mtsai, 2016). Többek között 

ezek az eredmények vezettek a „kolinerg hipotézis” kialakulásához (Francis és mtsai, 

1999).  

 Gau és kollégái megvizsgálták a preszinaptikus kolinerg markerek előfordulását 

Tg2576 Alzheimer modell egerek agyában (ezek a humán APP svéd mutációját 

tartalmazzák, hasonlóan az APPNLF transzgenikus egerekhez) és megállapították, hogy 
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14, 18 és 23 hónapos korban nem volt szignifikáns különbségek a vad típusú és a 

transzgénikus egerek között a ChAT és az AChE aktivitásban, a vezikuláris acetilkolin 

transzporter (vAChT) kötődésben vagy a nagyaffinitású kolinfelvételi helyekben a 

kéregben, a hippokampuszban (Gau és mtsai, 2002). Wenk bemutatta, hogy fiatal, vad 

típusú egerek előagyában a TNF-α krónikus infúziója széleskörű gyulladást váltott ki 

(mint az AK esetében is jellemző). Megismételte ezt a kísérletet transzgenikus egerekkel 

összehasonlítva, de azok nem tértek el egymástól, azaz a kortikális ChAT aktivitás 

csökkenése statisztikailag egyenértékű volt az összes egérben. Ez az eredmény 

összeegyeztethető azzal a hipotézissel, miszerint az APP humán transzgénjének jelenléte 

nem járul hozzá az elülső agyi kolinerg neuronok sebezhetőségéhez (Wenk és mtsai, 

2004). AK-ban szendvedő emberben is mutattak ki megvastagodott, disztrófiás kolinerg 

axonterminálisokat (Geula és mtsai, 2008). A kolinerg rendszer degenerációja az 

Alzheimer-kór patológiájának tipikus jellemzője (Sims és mtsai, 1983; Wilcock és mtsai, 

1982), és ezeknek a betegeknek gyakran epilepsziás rohamaik is vannak (Amatniek és 

mtsai, 2006).  
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II. CÉLKITŰZÉS 

Az AK vizsgálatára számos egérmodelt hoztak létre, ahol a fokozott amiloidózis 

nem specifikusan történt, hanem az állat minden sejtje kifejezte az APP-t, így az azokból 

származó adatok nem teljesen a valóságot tükrözték. A dolgozatban szereplő 

kísérletekben egy új KI modellt használtunk, az APPNLF törzset, amely endogén módon, 

természetes egér promóter által vezérelt humán APP svéd és ibériai mutációit hordozza, 

amely megemeli az Aβ40 és Aβ42 teljes mennyiségét, valamint az Aβ42 és Aβ40 

izoformákat olyan arányban fejezik ki, amely jellemző az emberi AK esetében. Ez teszi 

az APPNL-F egereket a legreálisabb modellekké, az Aβ agyra gyakorolt hatásainak 

vizsgálatához. Az Aβ felgyülemlése, az amiloidózis következtében neuroinflammációs 

elváltozások kialakulnak ki, a dolgozat első részében az ezzel járó folyamatokat mutatom 

be. 

 

Kérdések: 

1a) Milyen az APPNLF egerek életkor függő Aβ felhalmozódása ?  

1b) Milyen gyulladásos sejttípusok és elváltozások vannak a plakkok környezetében? 

1c) Mely hippokampális IN típusok érintettek a disztrófiás neuritek megjelenése által? 

 

Az APPNLF egerekben 12 hónapos korban jelennek meg az első plakkok a 

hippokampuszban, jellemzően a str. oriens és str. lacunosum-moleculare rétegekben. 

Számos GABAerg IN helyezkedik el ezen területeken, dolgozatomban azonban kiemelek 

két, a hippokampusz memóriaképzésének szabályozásában kritikus szerepet betöltő gátló 

sejttípust: a periszomatikus PV+ és a dendritikus SOM+ IN-okat. Korábbról már ismert, 

hogy a GABAerg szinapszisokat és a GABAA receptorokat az AK befolyásolja, a 

szinaptikus plaszticitás változásai pedig hatással vannak a szinapszisok erősségére és 

tartósságára, valamint a szinaptikus rés méretére. Idős APPNLF és VT állatok szinapszisait 

vizsgálva a következő kérdéseket tettük fel. 

 

Kérdések: 

2a) Hogyan változik a hippokampális PV+ és SOM+ IN-ok száma és megjelenése?  

2b) Hogyan változnak a különböző típusú hippokampális gátló szinapszisok 

paraméterei? 
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A kolinerg rendszer sérülékenysége jól ismert AK-ban, azért megvizsgáltuk a 

hippokampuszban található kolinerg rostokat egészséges állatokban is. Megvizsgáltuk, 

hogy a hippokampuszban található  kolinerg terminálisok alkotnak-e  szinapszisokat. A 

szinapszisokat neuroligin 2 (NL2) jelöléssel azonosítani tudtuk. Mivel ez egy GABAerg 

szinapszisokra jellemző fehérje, megvizsgáltuk, hogy ezek a szinapszisok tartalmazzák- 

e a GABAerg jelátvitelhez szükséges fehérjéket.  

 

Kérdések: 

3a) Létesítenek-e a bazális előagyból származó kolinerg rostok szinapszisokat a 

hippokampuszban?  

3b) Rendelkeznek-e a szepto-hippokampális kolinerg axonok GABAerg 

tulajdonságokkal? 

3c) Van-e hatással az Aβ felhalmozódása a szepto-hippokampális rostokra? 
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III. MÓDSZEREK 

 

III.1. Etikai állásfoglalás 

Minden kísérletet a Kísérleti Orvostudományi Kutatóintézet (KOKI) Etikai 

Kódexe és a kísérleti állatok védelméről szóló hatályos magyar törvény (1998, XXVIII, 

243./1998 bekezdés) alapján végeztünk, mely összhangban van az Európai Unió által 

2010. szeptember 22-én elfogadott irányelvekkel (2010/63/EU). A kísérleteket az KOKI 

Állatkísérleti Bizottsága és a Pest Megyei Kormányhivatal a PE/EA/665-2/2017 

(Alzheimer) és PE/EA/2552-6/2016 (Kolinerg) ügyiratszámon engedélyezte. Minden 

erőfeszítést megtettünk az állatok esetleges diszkonfortjának minimalizálása végett és az 

állatok számának csökkentése érdekében. 

 

III.2. Felhasznált kísérleti állatok 

A disszertációban bemutatott kísérletek során az APPNLF egerekből minden esetben 

hímeket, míg a kolinerg terminálisok vizsgálatánál mindkét nemhez tartozó egereket 

használtunk, melyek különböző típusú törzsekbe tartoztak. Ezen egértörzsek típusát, a 

kísérletenként felhasznált állatok darabszámát és az állatok származási helyét az 1. 

táblázat mutatja. 

 

 1. táblázat: A kísérletek során felhasznált állattörzsek típusa és származási helye és a 

felhasznált állatok darabszáma. 

 

 

Egértörzs Kísérlet típusa Darabszám  
Származási 

hely 

APPNLF anatómia 50 
Riken, 

MTA 

KOKI 

APPNLF x BAC‐PV‐eGFP sztereológia,  6 

APPNLF x Pvalb-IRES-Cre 
szeptohippokampáli

s rostok jelölése 
6 

C57BL/6J (25–80 nap korú, hímek)  21 darab 
MTA 

KOKI 

ChAT-IRES-Cre   

51 darab, RRID: 

IMSR_JAX:00641

0 

Jackson 

Laboratorie

s 

vGAT-IRES- 

Cre/Gt(ROSA)26Sor_CAG/ZsGreen

1  

 4 darab 
MTA 

KOKI 
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III.3. Sztereotaxiás műtétek 

A ChAT-Cre és az APPNLF x Pvalb-IRES-Cre egereket a műtét kezdete előtt 

izoflurán (Forane, Abbvie) gőzével elbódítottuk, majd intraperitoneális altatókoktél 

injekciót kaptak (8.3 mg/ml ketamin és 1.7 mg/ml xylazin-hidroklorid fiziológiás 

sóoldatban, 10ml/ttkg mennyiségben). A műtéti anesztézia elérése után az egereket egy 

sztereotaxiás készülékbe fogtuk. 

A ChAT-Cre egerek esetében szepto-hippokampális axonok szelektív jelöléséhez 

30–60 nl AAV2/5-EF1a-DIO-eYFP (UNC Vector Core) vagy AAV2/5-EF1a-DIO-

ChR2(H134R)-eYFP-WPRE-hGH (plasmid: Addgene 20298, Penn Vector Core) vírust 

injektáltunk a MS területére. Az APPNLF x Pvalb-IRES-Cre esetében a hippokampális PV 

IN szelektív jelöléséshez 2x60nl AAV2/5-EF1a-DIO-mCherry vírust injektáltunk 

egyoldali dorzál hippokampuszba: Br-1.8, y-1.2, z-1.8 és Br-2.4, y-2.0, z-1.9 koordináták 

szerint. A szepto-hippokampális PV+ axonok szelektív jelöléséhez 30 nl AAV2/5-EF1a-

DIO-eYFP vírust (UNC Vector Core) injektáltunk a MS-ba.  

A szeptális injektálásokhoz szükséges koordináták Paxinos és Franklin egér 

sztereotaxiás atlasza (Paxinos, G and Franklin, 2012) alapján lettek meghatározva, mely 

a Bregmától 1 mm-re anterior, a középvonalban, a bregma és a lambda által 

meghatározott horizontális síktól (nullszint) 4.3 mm-re ventrálisan helyezkedtek el. A 

kolinerg beadások kontroll kísérleteihez, ugyanezekből a vírusokból 100 nl került 

injektálásra ChAT-Cre egerek mindkétoldali hippokampuszába (koordináták:−2.7mm a 

bregmától, ±2.5mm a középvonaltól, 2.5mm a nullszinttől, valamint −3.1 a Bregmától, 

±3mm a középvonaltól and 3mm a nullszinttől). A műtétekhez eNanoject 2010 típusú 

mikroinjektor pumpát (WPI, Sarasota, FL 34240), és a hozzá tartozó boroszilikát 

mikropipettákat használtunk (Drummond, Broomall, PA, USA), melyek hegyét 40-50µm 

vastagságúra törtük. 

A műtétek befejezése után az egerek 0.03-0.05 mg/ttkg meloxicam (Metacam, 

Boehringer-Ingelheim, Németország) injekciót és 0.5-0.7 ml fiziológiás sóoldatot kaptak 

intraperitoneálisan, majd elkülönítve, ketrecekben épültek fel a perfúziókig. 
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III.4. Állatok kezelése, szövetek előkészítése a kísérletekhez 

Az egereket izoflurán használatával elbódítottuk, majd intraperitoneális 

altatókoktél injekció segítségével altattuk el (8.3 mg/ml ketamin, 1.7 mg/ml xylazin-

hidroklorid és 0.8 mg/ml promethazinium-klorid fiziológiás sóoldatban). A teljes 

anesztézia elérése után az állatokon transzkardiális perfúziót hajtottunk végre: az 

elektronmikroszkópos és a fluoreszcens immunjelöléshez 2 percig fiziológiás sóoldatot, 

40 percig 4%-os frissen beoldott paraformaldehidet, majd 10 percig 7.4-es pH-jú 0.1M-

os foszfát puffert (PB) keringettünk át rajtuk. A perfúzió végeztével az állatok agyát 

eltávolítottuk a koponyából, majd a vizsgálni kívánt régiókból vibratóm segítségével 

(VT1200S, Leica, Németország) metszeteket készítettünk. A kolinerg rostok 

rekonstruációja során felhasznált vad-típusú egér fixálójához 0.5% glutáraldehidet (GA) 

is adtunk. A beágyazás után GABA-jelöléshez felhasznált, két vad típusú egeret 

érrendszerét először 2 percig fiziológiás sóoldattal mostuk át, majd 2% PFA és 2% GA 

tartalmú 0.1M nátrium acetát pufferoldattal (pH 6.5) 2 percig, amit 2% PFA és 2% GA 

tartalmú 0.1M nátrium borát pufferoldat (pH 8.5) követett 1órán keresztül. Az agyat 

eltávolítottuk a koponyából és utófixáltuk egy éjszakán keresztül 4°C-on, 2% PFA/ 2% 

GA tartalmú 0.1M nátrium borát pufferoldatban (pH 8.5). A gephyrin és GABAA 

receptorok elekronmikroszkópos és immunfloureszcens kimutatásához az egereket 

jéghideg, oxigenizált mesterséges agy-gerincvelői folyadékkal transzkardiálisan 

prefundáltuk [összetétele: (mM) NaCl 125, KCl 2.5, CaCl2 2.5, MgCl2 2, NaHCO3 26, 

NaH2PO4 1.25, glükóz 25]. Ezt követően az agyakat eltávolítottuk a koponyából, 

blokkokra vágtuk, amelyek tartalmazták a hippokampuszokat (külön a két felet) és a MS 

területét. A blokkokat 4% PFA és 0.2% GA tartalmú fixálóban inkubáltuk 90 percig 4 

°C-on, majd ezt követően 2% agarózba ágyaztuk metszés céljából. 50 μm vastagságú, 

koronális metszeteket készítettünk vibratóm segítségével.    

A 3D blokk-felszíni sorozatmetszet pásztázó elektronmikroszkópiához (BF-SEM) 

használandó egereket mély izoflurános anesztézia után dekapitáltuk. Az agyakat jégen 

eltávolítottuk a koponyából, majd egy hosszanti és koronális metszésekkel 6 részre 

vágtuk és immerziósan fixáltuk 2% PFA, 1% GA és 15% telített pikrinsav tartalmú 0.1M 

PB 2 órán keresztül, szobahőmérsékleten, amelyet követően a fixáló kimosása követett 

0.1M PB-rel. A hippokampuszokat tartalmazó agy blokkokból 150 μm vastag 

metszeteket készítettünk. 
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 A metszeteket a metszés után 0.1M-os PB-ben mostuk, majd 10%-os és 30%-os 

szacharóz oldatban tartottuk legalább 2-2 órán keresztül. Az immunhisztokémiai 

kísérletek megkezdése előtt a metszeteket 3 alkalommal folyékony nitrogén gőze felett 

megfagyasztottuk, majd 0.1M PB-ben mostuk őket tovább.  

 

III.5. Használt antitestek jellemzése 

 A kísérleteinkben használt primer antitesteket, valamint azok koncentrációit és 

specifikusságukra vonatkozó információk az 2. táblázatban foglaltam össze. A 

másodlagos antitesteket is alaposan teszteltük (3. táblázat) a lehetséges kereszt-

reaktivitás szempontjából a többi szekunder vagy primer antitesttel, a lehetséges szövettel 

a primer antitestek nélküli jelölést szintén teszteltük, hogy kizárjuk az auto-

fluoreszcenciát vagy a háttér specifikus jelölése a másodlagos antitestekkel. Nem 

figyeltünk meg nem-specifikus festést ezen a kontroll körülmények között. 

 

III.6 Fluoreszcens immunhisztokémia és konfokális lézer-pásztázó mikroszkópia 

Az 50 μm vastagságú metszetek a korábban leírt előkészítés után azokat tris-pufferelt 

fiziológiás sóoldatban (TBS) alaposan átmostuk, majd egy órán keresztül TBS-ben oldott 

1%-os humán szérum albuminnal (HSA, Sigma-Aldrich) blokkoltuk őket, elkerülendő a 

primer antitestek aspecifikus kötődését a szövethez. A blokkolás után a metszeteket 3 

napig, 4 °C-on, a primer antitesteket tartalmazó TBS-alapú oldatban inkubáltuk. Ezután 

TBS-sel alaposan átmostuk, majd a szekunder antitesteket tartalmazó TBS-alapú 

oldatokban egy éjszakán keresztül inkubáltuk őket. Végül alaposan kimostuk a 

metszeteket TBS-ben, majd 0,1M PB-ben és tárgylemezre szárítottuk, ezt követően 

Aqua-Poly/Mount (Polysciences) segítségével lefedtük őket. Az immunfloureszcens 

jelöléseket Nikon A1R lézer-pásztázó konfokális mikroszkóprendszer segítségével 

értékeltük ki, mely egy Ti-E fordított elrendezésű mikroszkópra épült, egy 0.45 NA CFI 

Super Plan Fluor ELWD 20XC, illetve CFI Plan Apochromat VC 60XH olajimmerziós 

(numerikus apertúra: 1.4) Nikon objektívekkel. A mikroszkópot a NIS-Elements AR 4.3 

szoftver vezérelte. Zöld argon ion lézert (457–514 nm, 40 mW), sárga DPSS lézert (561 

nm, 20 mW), ibolya dióda lézert (405 nm) és egy távoli vörös dióda lézert (647 nm, 100 

mW) (CVI Melles Griot), használtunk a  
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2. táblázat: A kísérletek során felhasznált primer antitestek jellemzése. Az egyéb 

referenciákat (KO tesztek, specifikáció) a dolgozathoz tartozó publikációk tartalmazzák. 

 

Antigén Gazdaállat 
 Hígítás 

(fluoreszcens) 

Hígítás 

(beágyazás 
előtt) 

Forrás 

Kolin- acetil-transzferáz 

(ChAT) 
egér 1:400-500  

1:750 

 (DAB) 
Dr. Costantino Cozzari 

GABA nyúl  1:10 000  Dr. Peter Somogyi 

GABA A Receptor gamma 
2 alegység   

nyúl  1:1000 - 
Synaptic Systems 

 224003 

Gephyrin 

 
egér 1:500 1:100 

Synaptic Systems 

147021 

Zöld fluopreszcens fehérje 

(eGFP)  
csirke  1:2000 Molecular Probes A10262 

NEUROLIGIN 2 (NL2) nyúl  1:600 
Synaptic Systems 

129203 

Kannabinoid 1-es típusú 

receptor (CB1)  
kecske  1:2000 Dr. Masahiko Watanabe 

Vezikuláris acetilkolin 
transzporter (VAChT) 

nyúl 1:3000 1:5000 
Synaptic Systems 

139 103 

Vezikuláris acetilkolin 
transzporter (VAChT) 

information) 

kecske 1:10 000 1:10 000 Immunostar 1308002 

Vezikuláris GABA 

transzporter (VGAT) 
tengeri malac 1:2000  

Synaptic Systems 

131004 

GFP nyúl 1:2000  Molecular Probes A11122 

PV egér 1:1000  Dr. Kenneth Baimbridge 

PV  nyúl 1:2000  SWANT 235 

GAD65 

 
egér 1:250  

Millipore (clone: GAD6) 

MAB351 

Gephyrin 

  
nyúl 1:2000  Synaptic Systems 147008 RbmAB7a 

Vezikuláris acetilkolin 
transzporter (VAChT) 

tengeri malac 1:1000  
Synaptic Systems 

139 105 

Szinaptofizin egér 1:1000  Sigma Aldrich, clone: SVP-38, S5768  

Vezikuláris GABA 

transzporter (VGAT) 
nyúl 1:1000  

Synaptic Systems 

135 302 

Amiloid-béta 
(MOAB-2) 

egér 1:500  
Abcam 

ab126649 

IBA1 nyúl 1:1000  
FUJIFILM Wako Pure Chemical 

Corporation, 01919741 

GFAP ( glia fibrilláris 

savas protein) 
csirke 1:1000  

Synaptic Systems 

173006 

mCherry nyúl 1:2000  
BioVision 

5993-100 

Biotinilált Wisteria 

Floribunda 
Lektin (PNN) 

lektin 1:5000  

Vector Laboratories 

B-1355, 
lot: Y0409 

parvalbumin (PV) nyúl 1:2000 1:2000 
SWANT 

235 

parvalbumin (PV) egér 1:1000 1:1000 
Dr. Kenneth 

Baimbridge 

tirozin-hidroxiláz (TH) egér  1:2000 ImmunoStar 22941 

Vezikuláris GABA 
transzporter (VGAT) 

tengeri malac  1:2000 
Synaptic Systems  

131 004 

vGluT 1 tengeri malac  1:1000 Millipore AB5905 

CB1 receptor nyúl  1:1000 Cayman Chemicals 10006590 

Szomatosztatin tengeri malac 1:500 1:500 
Synaptic Systems 

366 004 
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3. táblázat: A kísérletek során felhasznált szekunder antitestek és egyéb reagensek 

jellemzése. 

 

Szekunder antitestek, egyéb reagensek 

Konjugálva Gazdaállat Milyen állat ellen?  Hígítás   Forrás Molekula 

1.4 nm nanogold kecske nyúl 
1:100-

1:300 
Nanoprobes 

Fab-

fragment 

10 nm nanogold kecske nyúl 1:1000 BBI solutions  

Ultrasmall arany kecske egér 1:50 Aurion  

Biotin-SP szamár kecske 1:1000 
JIL Inc. (Jackson Immunoresearch Laboratories, 

Inc.) 
 

Biotin-SP szamár egér 1:1000 JIL Inc.  

Biotin-SP szamár kecske 1:1000 JIL Inc.  

Biotin-SP szamár nyúl 1:500 JIL Inc.  

Biotin kecske csirke 1:200 Vector Laboratories  

Biotin szamár tengeri malac 1:500 Vector Laboratories  

DyLight 405 szamár egér 1:200 JIL Inc.  

DyLight 405 szamár nyúl 1:200 JIL Inc.  

Alexa 488 kecske csirke 1:500 Vector Laboratories  

Alexa 488 szamár nyúl 1:500-1000 Life Technologies teljes IgG 

Alexa 488 szamár csirke 1:1000 JIL Inc. teljes IgG 

Alexa 488 szamár kecske 1:1000 JIL Inc. teljes IgG 

Cy3 szamár egér 1:500 JIL Inc. teljes IgG 

Alexa 594 szamár nyúl 1:500 JIL Inc teljes IgG 

 DyLight 549 szamár tengerimalac 1:500 JIL Inc teljes IgG 

Alexa 594 szamár egér 1:500 Life Technologies teljes IgG 

Alexa 647 szamár tengerimalac 1:500 JIL Inc teljes IgG 

Alexa 647 szamár enyúl 1:500 JIL Inc teljes IgG 

Alexa 647 szamár egér 1:500 JIL Inc teljes IgG 

Cy5 szamár kecske 1:500 JIL Inc  

Alexa 594  Streptavidin 1:500 Molecular Probes  

 

fluorofórok gerjesztésére, a hozzájuk tartozó szűrőkkel. A kolinerg rostok 

dekonvolúcióját Huygens Professional szoftver alkamazásával végeztük. 

 

III.7. Beágyazás előtti egyszeres és kétszeres immunhisztokémia 

A metszeteket a korábban leírt előkészítés után kétszer fagyasztottuk folyékony 

nitrogén felett és háromszor mostuk 0,1M PB-ban. A gephyrin immunjelöléshez a 

metszeteket 1% nátrium borohidrid tartalmú 0,1M PB-ben inkubáltuk 10 percig. A 

GABAA receptorok detektálásáshoz a metszeteket 2 mg/ml pepszin (Dako) tartalmú 0.2M 
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HCl oldatban inkubáltuk 37 °C-on 2–4 percig, közben a metszet minőségét folyamatosan 

kontrolálva. Alapos 0,1M PB és TBS kimosást követően a metszeteket egy órán keresztül 

TBS-ben oldott 1%-os HSA-ban blokkoltuk. A blokkolás után a metszeteket 3 napig a 

primer antitesteket tartalmazó TBS alapú primer oldatban inkubáltuk 2-3 napig, amelyben 

0.05% nátrium-azidot is feloldottunk. Ezután a metszeteket alaposan átmostuk TBS-sel, 

majd egy órán keresztül blokkoló oldattal (Gel-BS) kezeltük, mely 0.2% hidegvízi hal 

bőréből kivont zselatint (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) és 0.5% HSA-t tartalmazott 

TBS-ben oldva. A blokkolás után a metszeteket egy aranyszemcséhez kötött szekunder 

antitesteket tartalmazó Gel-BS oldatban inkubáltukegy éjszakán keresztül.  

A metszetek alapos TBS-sel történő átmosása után, a gephyrin és GABAA 

receptorok detektálására használt metszeteken 15 percig 2%-os GA fixálást 

alkalmaztunk, hogy az aranyszemcséket a szövethez rögzítsük. Ez követően avidin-

biotinilált tormaperoxidáz komplex oldatban inkubáltuk (ABC Elite, 1:1:300, Vector 

Laboratories) egy éjszakán keresztül 4 °C-on, melyet TBS-ben, amelyet 7.6-os pH-jú tris 

pufferben (TB) történő mosás és 3,3’diaminobenzidinben (DAB; Sigma-Aldrich) való 

inkubáció követett. A DAB-ot 1 ml-enként 2 µl 0.5%-os hidrogén-peroxid hozzáadásával 

hívtuk elő. Az immunperoxidáz reakciót alapos, 0.1M PB-ben történő mosás követte, 

majd a gephyrin és a GABAA receptorok kimutatására használt metszeteket intenzifikálás 

előkészítő oldatban (ECS; Aurion) inkubáltuk. Az immunarany jelölést ezüst-

intenzifikálással tettük erősebbé (SE-EM kit; Aurion) 40-60 percig szobahőn.  

A metszeteket végül 0.5%-os ozmium-tetroxid oldattal kezeltük jég felett és 

felszálló alkohol sorral és acetonitrillel víztelenítettük. A víztelenítés során a metszeteket 

1%-os uranilacetáttal kontrasztoztuk 20 percig. A metszeteket végül epoxigyantába 

(Durcupan, ACM, Fluka, Buchs, Svájc) ágyaztuk.  

A beágyazás után a metszetekből a vizsgálni kívánt területeket kivágtuk, azokat 

epoxigyanta blokkokra ragasztottuk, és ultramikrotóm (Leica EM UC6, Nussloch, 

Németország) segítségével 70 nm-es ultravékony metszeteket készítettünk belőlük, 

amelyeket Formwar-bevont gridekre szárítottunk rá. Az ultravékony metszeteket a 

hagyományos elektronmikroszkópos elemzés előtt ólom citrát oldattal  kontrasztoztuk  

(Ultrostain 2, Leica). A mintákat Hitachi H-7100-as elektronmikroszkóp (Tokió, Japán) 

segítségével vizsgáltuk, a felvételek készítéséhez egy Veleta CCD-kamerát (Olympus 

Soft Imaging Solutions) használtunk.  
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III.8. A beágyazás előtti és utáni immuncitokémia kombinációja  

 A vAChT jelölés a fentebb leírt beágyazás előtti immunarany módszerrel 

jelenítettük meg. Váltakozó módon, 70 nm vastagságú metszeteket szedtük fel sorban réz- 

és nikkel gridekre (5–6 metszet/grid). A GABA immunfestését nikkel grideken végeztük 

módosított protokoll szerint. A metszetek inkubálását nedves Petri-csészékben lévő 

oldatcseppeken hajtottuk végre a következő sorrendben: 0.5% perjódsav 5 percig 

szobahőmérséleten; 2 perc desztillált vízes (DV) mosás háromszor; 3perc TBS mosás; 15 

perc in 1% ovalbumin tartalmú TBS-el való mosás 37-on °C; 8 perc TBS, 90 perc nyúlban 

termeltetett anti-GABA antiszérum (1:10,000 TBS-ben) 37 °C-on; kétszer 10 perc TBS; 

10 perc 1% BSA és 0.05% Tween 20 tartalmú TBS; 90 perc szobabőmérsékleten 10 nm 

kolloid arany-konjugált kecskében termeltetett nyúl-elleni IgG (BBI solutions; 1:1000); 

5 perc DV mosás háromszor; 20 perc 10% telített uranil-acetát; 4 DV mosás; festés ólom 

citráttal; DV mosás. A beágyazás utáni GABA immunfestés maratási eljárása eltávolítja 

a beágyazás előtti vAChT ezüst csapadékát; ezért csak minden második 

elektronmikroszkópos gridet reagáltattuk a GABA-ra és a vACHT-pozitív terminálisok 

elemzésére úgynevezett tükörtechnikát alkalmaztunk. A metszetek a szomszédos nikkel- 

és rézgrideken szisztematikusan vizsgáltuk az immunarany jelöléssel ellátott vAChT-

pozitív terminálisok azonosításához. Ezeket a terminálisok voltak azonosítva a következő 

griden, már GABA-jelöléssel, majd egymást követő metszetsorozaton követtük, és a 

digitális képeket 50 000-szeres nagyítással készítettük. A beágyazás utáni immunarany 

részecskéket megszámoltuk ezeken a GABA jelölt terminálisokon és Reconstruct 

szoftver segítségével (Fiala, 2005) megvizsgáltuk a mért felszínt.  

 

III.9. Az axon szegmensek 3D rekonstrukciója 

A kolinerg axonszegmenseket (n=17) 70nm vastag, egymást követő, kolin-acetil-

transzferáz (ChAT; DAB) és neuroligin 2 (NL2; immunarany) kettős jelölés 

alkalmazásával VT egerekben (n=2), vagy eYFP (DAB) és gephyrin (immuarany) kettős 

jelölés alkalmazásával ChAT-Cre állatokban (n=2) rekonstruáltuk. A CB1+ axonok 

szintén 70 nm vastag, CB1 (DAB) és NL2 (immunarany) kettősen jelölt metszetekből 

voltak rekonstruálva. A DAB-t tartalmazó axonokat az egymást követő 

metszetsorozatokban követtük és mindegyikről 30000-szeres nagyítással digitális képek 

készültek. A plazmamembránoknak, a mitokondriumoknak, a DAB-tartalmú axonok 
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feltételezett szinapszisainak és a posztszinaptikus aranyrészecskéknek a 3D-s 

rekonstrukcióit a Reconstruct szoftver segítségével készítettük. A rekonstruált axonok 

ábráinak elkészítéséhez és 3D-s hosszuk méréséhez a Blender szoftvert használtuk. 

 

III.10. Sejtsűrűség becslése APPNLF egerekben 

Immunfestés után, a 60μm vastagságú metszetekről Nikon Ni-E Eclipse 

fénymikroszkóppal, 10x objektívvel használatával képeket készítettünk. Nikon DS-Fi3 

kamerával rögzítettük a képsorozatokat, a metszetek teljes vastagságában 5,6 μm-es z-

beli távolságot tarva. A pixelek mérete 0,57 μm volt. A méréseket sztereológiai 

számolással hajtottuk végre 8 bites, szürkeárnyalatos képeken, a NIS-Elements AR 4.5 

szoftver segítségével. Elsőként körberajzoltuk a hippokampuszok kerületét, és azokhoz 

tartozó területet a szoftver határozta meg. A mérések során, az összes PV IN-t 

megszámoltuk szisztematikus, véletlenszerűen kiválasztott metszetekben a CA1-3-ban és 

a gyrus dentatus-ban. A SOM IN-kat is szisztematikusan, véletlenszerűen kiválasztott 

metszetekben a CA1 str. oriens rétegében számoltuk meg. Ezután az adatokat Microsoft 

Excelbe exportáltuk. Mivel néhány megszámolt sejtet a metszetek felületén elvágtak, az 

Abercrombie korrekciót (Abercrombie, 1946) használtuk a potenciális túlmintavétel 

korrekciójára. A korrekcióhoz a képeket Zeiss Axioskop 2 mot plus fénymikroszkóppal, 

40x objektívvel és Retiga 2000R kamerával készítettük. A metszet vastagságának és a 

sejtek átmérőjének mérését véletlenszerű mintavétellel végeztük a hippokampusz 

területén. A vastagságot az egyes metszetek öt pontján mértük és átlagoltuk. A sejtek 

átmérőjét az egyes metszetekben lévő 30 sejt átlagából számítottuk. A frakciók értéke 

0,78 volt mind az APPNLF, mind a VT egereknél. Az eredmények azt mutatták, hogy 

mindkét paraméter elhanyagolható különbséget mutatott az egyes állatokban, ám ennek 

ellenére a korrekciókat alkalmaztuk. A sejtsűrűség becsléséhez minden tizedik metszetet 

használtuk. 

 

III.11. 3D blokk-felszíni sorozatmetszet pásztázó elektronmikroszkópia (BF-SEM)   

 Az immunreakciók és a dehidrálást követően, a BF-SEM által készített képeknél 

minél magasabb kontraszt elérése érdekeben a metszeteket 0,75%-os kálium-

ferrocianiddal redukált, 1%-os ozmium-tetroxiddal utófixáltuk 1 órán keresztül jégen, 

majd thiokarbohidrazid (TCH) inkubáció követte 30 percen keresztül. Ezután 1%-os 
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ozmium-tetroxid oldatban kezeltük a metszeteket 30 percen keresztül, majd ugyanennyi 

ideig 1%-os vizes uranil-acetát oldatban, sötétben. Ezt a Walton-féle ólom aszpartát festés 

követte 30 percen keresztül 60 °C-on. Minden lépés után 5 x 3 perc DV mosás történt. 

Végül a metszeteket jégágyon dehidráltuk felszálló alkoholsorban (30%-os etanoltól 

abszolút etanolig), ahol minden lépés 2x8 percet vett igénybe, ezután acetonitrillel itattuk 

át 2x10 percen keresztül, először jégágyon, majd szobahőmérsékleten. Ezt követően a 

metszeteket alumínium csónakokba helyeztük át és gyantába (Epoxy Embedding 

Medium Kit, Sigma-Aldrich, kemény keverék) ágyaztuk őket estére. A következő napon 

üveg tárgylemezekre helyeztük át a metszeteket, amiket Aclar (Electron Microscopy 

Sciences) lapokkal fedtünk le, és kisütöttük őket 60 °C-on, 48 órán keresztül. Ezután a 

metszeteket epifluoreszcens mikroszkóppal (Zeiss Axioplan 2) vizsgáltuk meg kék fény 

alatt, hogy megkönnyítsük a metszetek közötti tájékozódást. Miután kiválasztottuk, és 

kivágtuk a számunkra használandó területet a CA1-es régióból pengével, rögzítettük egy 

alumínium korongra, majd CircuitWorks Conductive Epoxy (Ted Pella, CW2400) 

segítségével rögzítettük és kisütöttük 60 °C-on, 3 órán keresztül. A vezetőképes gyanta 

megszilárdulása után a mintát méretre (~ 400 μm x 400 μm x 75 μm) vágtuk 

ultramikrotómmal (EM UC6, Leica, Wetzlar, Germany), üveg kés segítségével, majd 

Rotary-Pumped Sputter Coater (Quorum Technologies, Q150R ES) használatával, 15 

nm-es aranygőzzel bevontuk a minta felületét. Az elkészült mintát pormentes tárolóba 

raktuk át, és a BF-SEM használata előtt legalább egy estére a vákuumkamrába helyeztük. 

 

III.12. BF-SEM képalkotás 

 A képalkotás során egy in situ ultramikrotómmal („VolumeScope” , FEI, 

Eindhoven, The Netherlands) és visszaszórtelektron detektorral (BSE) felszerelt FEI 

Apreo pásztázó elektronmikroszkópot használtunk. A képek nagy vákuumban készültek 

6,5mm-es távolságból, 0,1 nA állandó sugár áramerősség mellett, MAPS szoftver 

segítségével. Az AISZ-ről, kosársejtekről és a SOM+IN-okról készülő képekhez a 

következő paramétereket használtuk: 2,0 kV magasfeszültség, 1,20 μs pixelenkénti 

eltöltött idő, 4 nm x 4 nm x 70 nm voxel méret. Az egyes felvételek 16384 x 16383 pixel 

méretűek voltak, és összesen 300 képet készítettünk 70 nm-es vastagsággal, tehát a 

kísérlet során elkészült térfogat nagyjából 91 200 μm3 körül volt. A disztrófiás neuritek 
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esetében a pixel méret 9nm, a metszet vastagsága 280 nm volt, 110 metszet-síkon 

keresztül. 

 

III.13 BF-SEM Képelemzés 

A képek feldolgozása a Fiji ImageJ program (Schindelin és mtsai, 2009) 

segítségével történt. A BF-SEM által készített metszetekről a képeket a TrakEM2 

(Cardona és mtsai, 2012) programba importáltuk, ahol egymáshoz illesztettük őket. A 

képek szegmentációjához, a körvonalak kirajzolása Wacom Cintiq 27QHD Creative Pen 

& Touch Display digitális tábla segítségével történt. Terület listákat használtunk az 

axonális profilokhoz és a mitokondriumokhoz, míg profil listákat a szinapszisok 

rekonstruálásához. Félig manuális szegmentálást végeztünk, axonprofilokhoz minden 

második vagy harmadik metszeten, és beépített interpolációs módszert alkalmaztuk. 

Utána a szinaptikus felszín, a mitokondrium térfogat, és az AISZ hosszmérését a 

TrakEM2 beépített segédmoduljával végeztük, az adatokat egy Excel segítségével 

állítottuk elő és elemeztük a Tibco Statistica 13.4 programmal. A szegmentálás után a 

modelleket „.obj” fájl formátumban exportáltuk és a Blender porgramba (Blender 

Foundation, Amszterdam, Hollandia) importáltuk további vizsgálat és megjelenítés 

céljából. 

 

III.14. Alkalmazott statisztika 

Az olyan adatcsoportok esetében, amelyek nem mutattak Gauss eloszlást, az 

adatok leírására a medián és a 25%-75% interkvartilis tartományt használtuk. A Gauss 

eloszlást mutató adatcsoportok leírására átlagokat és szórásokat használtunk. A Gauss 

eloszlást Shapiro-Wilk teszttel teszteltük. A statisztikai különbségek teszteléséhez a nem-

parametrikus Mann-Whitney U-tesztet vagy a parametrikus Student-féle t-tesztet 

használtuk független adatpopulációkban. A statisztikai különbséget mindig kétoldalas 

tesztekkel teszteltük. A variancia homogenitását F-teszttel vizsgáltuk, és ha szignifikáns 

volt, akkor a populációkat nem paraméteres tesztekkel hasonlítottuk össze. 
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IV. EREDMÉNYEK 

 

IV. 1. Az amiloidózis következtében kialakult neuroinflammációs elváltozások és a 

disztrófiás neuritek neurokémiai azonosítása 

 Megvizsgáltuk, hogy az endogén egér promóter által vezérelt, mutált és 

humanizált egér APP gén elegendő-e egerekben a tipikus amiloidózis és disztrófiás 

neuritek (DN) kialakulásának indukálásához. Minden vizsgálatban homozigóta APPNL-F 

egereket és VT alomtársaikat használtunk. Immunfluoreszcens festéssel 7 hónapos 

APPNL-F egerekben nem volt kimutatható Aβ felhalmozódás. Az első plakkok 9 hónapos 

korban jelentkeztek több neokortikális területen, majd 12 hónapos korukban a 

hippokampuszban is. A DN-ek hiányoztak a 9 hónapos, valamint nagyon ritkák voltak a 

12 hónapos APPNL-F egerekben..  

 

4.ábra. Az amiloid plakkok és disztrófiás neuritek körüli mikrogliák és az asztrogliák 

gyűrűi APPNL-F egerekben.  
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A: A fluoreszcens kép egy 21 hónapos APPNL-F egér hippokampális metszetét 

mutatja. Az Aβ lerakódások (piros) gyakoriak a stratum oriensben, lacunosum-

moleculare és moleculare-ban. Úgy tűnik, hogy a PV-pozitív IN-ok (zöld) nem érintettek. 

(o.: str. oriens, p: piramisréteg., r: str. radiatum., l-m .: str. lacunosum-moleculare, m.: 

gyrus dentatus str.moleculare, g .:gyrus dentatus str. granulosum). Lépték: 250 μm.  

B: GFAP-pozitív asztrociták (B1, zöld) és Iba1-pozitív mikrogliák (B2, piros) 

láthatóak Aβ-plakk környezetében (B3, fehér) egy 20 hónapos APPNL-F egér 

str.lacunosum-molecula rétegében. Lépték: 20 μm.  

C: Fény- (C1) és elektronmikroszkópos képek (a C2 kép a C1-ben szaggatott 

vonallal jelölt területről származik) mutatják be az Iba1 immunoarannyal jelölt mikroglia 

sejteket (MG1, MG2, piros), amelyek körülveszik az Aβ lerakódásokat és a szomszédos 

disztrófiás neuriteket (kék). Lépték:2 μm.  

D: Az Iba1 immunoarany jelölt mikroglia nyúlvány (piros) körbehatárol egy 

autofág vezikulákat tartalmazó disztrófiás neuritet (dn, kék), elválasztva azt a szomszédos 

neuropiltől. Lépték:2 μm.  

E: Asztroglia nyúlványok APPNL-F egérben (As, zöld) elválasztja az elektrondenz 

autofág anyagokkal töltött disztrófiás neuriteket (dn, kék) az egészségesnek tűnő 

szövetektől. Lépték: 2 μm.  

 

A 18 hónapos APPNL-F egerekben minden neokortikális területen és a hippokampuszban 

találtunk amiloid plakkokat (4A. ábra), amelyet már korábban is leírtak (Saito, 2014); de 

csoportunk figyelte meg elsőként, hogy az amiloid plakkok körül jellemzően megjelentek 

a DN-ekAz Aβ felhalmozódása során ismert, mind az agyi mikrogliák, mind az 

asztrociták megjelenése és aktiválódása (Hensley, 2010). Immunfestés után ionizált 

kalcium-kötő adapter fehérje (Iba1)-pozitív aktivált mikroglia nyúlványokat találtunk az 

amiloid plakkok körül a hippokampusz CA1 str. lacunosum-moleculare rétegében 24 

hónapos APPNL-F egerekben (4B,C. ábra). Az Iba1-pozitív nyúlványok körülvették a 

plakkok széleit. Számos DN helyezkedett el ezen mikroglia-Aβ komplexek körül 

(4.ábra). A glia fibrilláris savas protein (GFAP) immunfestésével kimutattunk 

hipertrófiás asztrocitákat is az amiloid plakkok és a DN-k közelében (4B,D. ábra). 

Transzmissziós és blokkfelszín-pásztázó elektronmikroszkópos (BF-SEM) technika 
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alkalmazásával megvizsgáltuk különböző életkorban a neuroinflammáció 

ultrastruktúrális jeleit és a DN-ek jelenlétét az APPNL-F egerek neuropiljében.  

 A DN-ek háromdimenziós rekonstrukciója (5.ábra) során megfigyeltük a dense-

core plakkok morfológiáját (D’Andrea and Nagele, 2010) 24 hónapos APPNL-F egér CA1 

régiójának str. radiatum és str. lacunosum-moleculare rétegeiben. Az amiloid lerakódások 

főként az extracelluláris térben helyezkedtek el, valamint a mikrogliák belsejében is 

láthatóak voltak; mindezek mellett, a szomszédos axonokban különböző degenerációs 

szakaszokat tudtunk azonosítani (Fig 4D,E). Néhány egészségesnek és myelinizáltnak 

látszott, mások részben elvesztették myelinizációjukat. Ugyanakkor a 24 hónapos vad 

típusú alomtársaiknál más típusú neuronális elváltozások is megfigyelhetők voltak, 

például vakuolumokat, mielin-invaginációt találtunk dendritekben, redundáns és 

megszakadt mielinhüvelyeket vagy éppen üres mielinizált profilokat. Ugyanakkor csak 

APPNL-F egerekben figyeltünk meg szabálytalan mitokondriális és lizoszomális 

felhalmozódásokat, axonális duzzanatokat, csoportosult mitokondriumokkal telt 

neuritokat és DN-kel rendelkező amiloid plakkokat, mint amelyeket emberi agyból 

bemutattak már (Peters and Folger, 2013).  

APPNL-F egerek hippokampuszában megfigyeltünk kolinerg (vAChT+), 

glutamáterg (vGluT1+) és dopaminerg (TH+) DN-ket (5. ábra). A hippokampuszban 

található IN-kat azonban alaposabban is megvizsgáltuk, mivel a korábbi humán 

vizsgálatok szomatosztatint (SOM) mutattak ki plakkokban és DN-ekben (D.M. 

Amstrong, 1989; Morrison és mtsai, 1985). A CB1R+/PV-negatív IN-okról szintén 

bebizonyosodott, hogy érzékenyek az amiloid citotoxikus hatására (Ramirez, 2005). 

Megállapítottuk, hogy a plakkok 89%-ában SOM+ (n= 45 db DN esetén, 2 egér), 93% -

ában CB1R+ DN volt (n=75 db DN esetén, 2 egér), míg a plakkok csupán 4% -a 

tartalmazott PV+ DN-ket (n=93 db DN esetén, 2 egér). Ezenkívül ez a néhány PV+ DN 

sokkal kevésbé volt duzzadt, mint bármely más típusú DN (5.C-H ábra), ami arra utal, 

más modellekben leírtakkal ellentétben, hogy a PV+ IN-rostok jobban ellenállnak az APP 

génmutáció hatásainak. 



39 

 

 

5. ábra. Különböző disztrófiás neuritek APPNL-F egerekben.  

A: Aβ plakk a str. radiatum és lacunosum-moleculare határáról, a CA1 

területéről, egészségesnek tűnő axonszakaszok (1,2) és körülötte különböző típusú 

disztrófiás neuritek (DN,3-14) és Aβ-t fagocitáló mikrogliák. A DN-kel szomszédosan 

különböző rendellenes profilok figyelhetők meg, pl .: többrétegű testek (*), vákuumok 
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(fekete nyílhegyek) vagy megosztott myelinhüvelyek (üres nyílhegy), amiloid lerakódások 

az extracelluláris térben és a mikrogliákban is (pontozott vonal). Lépték: 2μm.  

B: Különböző mértékben érintett axonok egy csoportjának és egy Aβ-t tartalmazó 

mikrogliának (A. panelről) a nagy térfogatra kiterjedő 3D rekonstrukciója. B ': Az 

axonális degeneráció különböző állapotai (3-14, az A panelen is) figyelhetőek meg a 

plakk középpontja körül (A, B). Néhány közülük egészségesnek tűnt (1, 2), míg más 

myelinizált axonok legalább részben elvesztették myelin borításukat, főleg az amiloid-

lerakódás felé néző oldalon (10, 14).  

C-H: Különböző típusú neuronok DN-jének és egészséges rostjainak 

összehasonlítása (DAB immunjelölés az adott neurokémiai marker ellen, sötét csapadék). 

Disztrófiás terminálisokat (fekete nyílhegyek), amelyek között van szomatosztatin (SOM, 

C), 1. típusú kannabinoid receptor (CB1, D), vezikuláris acetilkolin transzporter (vAChT, 

E), vezikuláris glutamát transzporter 1 (vGluT1, F), tirozin-hidroxiláz (TH, G) vagy 

parvalbumin (PV, H) immunopozitív terminális. A fehér nyílfejek tipikus, egészséges 

kinézetet mutatnak. Minden felvételen ugyanazokat a skálákat használva mutatjuk, hogy 

a DN-ek többsége akár százszor nagyobb, mint az egészséges terminális,  azonban a PV+ 

DN-k megnagyobbodása sokkal kevésbé volt kifejezett, bár azokat csak nagyon ritkán 

lehetett észlelni. Lépték: 2 μm. 

 

IV. 2. A hippokampális PV+ és a SOM+ interneuronok számának és anatómiai 

megjelenésének jellemzői 

Az amiloidózis számos hagyományos modelljében az amiliod plakkok hatására 

érzékenynek bizonyultak a dendriteket célzó, SOM+ és a piramissejtek periszomatikus 

régióját beidegző PV+ IN-ok, amelyek kritikus szerepet játszanak a hippokampusz 

memóriaképzésének szabályozásában (Brady and Mufson, 1997; Verdaguer és mtsai, 

2015). Sztereológiai módszerekkel kimutattuk, hogy a PV+ sejtek sűrűsége nem változott 

jelentősen a 18-20 hónapos APPNL-F egerek hippokampuszában (beleértve a CA1-3-at és 

a dentate gyrus-t is) a VT alomtársaikhoz képest (6A. ábra) Ezen felül, az APPNL-F egerek 

SOM IN-jainak sűrűségében sem észleltünk szignifikáns változást még a 24 hónapos 

APPNL-F egerek CA1 str. oriens rétegében VT alomtársaikhoz képest. Teszteltük, hogy a 

szepto-hippokampális, PV+ vetítő neuronok mutatják-e bármilyen jelét a degenerációnak 
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a hippokampuszban, de sem a célspecifitásukban, se pedig sűrűségükben nem változtak 

(6D ábra). 

Bár az APP-t túlzott mértékben expresszáló egérmodellek felnőtt 

hippokampuszában korábban leírták a védő perineuronális hálózat (PNN) borítottságának 

rendellenességeit (Cattaud és mtsai, 2018; Sethi and Zaia, 2017; Testa és mtsai, 2019), 

ezzel szemben emberi betegekben nem találtak változást (Morawski és mtsai, 2004). 

Kvalitatívan megvizsgáltuk a 9, 12, és 21 hónapos APPNL-F egerek hippokampuszában a 

PNN képződését, VT alomtársakkal összevetve nem találtunk bizonyítékot a PNN 

borítottság romlására (6C. Ábra). 

 

 

 

6. ábra Lokális hippokampusz interneuronok vizsgálata APPNL-F egerekben.  

A: 18 hónapos VT (CTRL, A1) és APPNL-F egerek (A2) hippokampuszának PV IN-

jai. A PV IN-kat DAB immunreakcióval jelöltük és a számoltuk meg a CA1-3 és GD 

régiókban. Mann-Whitney teszt: p = 0,6625, 85 sejt/mm3 három VT egérben, ezzel 

szemben 76 sejt/mm3 értékkel három APPNL-F egérben, medián (alsó-felső kvartilis).  Nem 

találtunk szignifikáns különbséget a genotípusok között (A3). Lépték: 100 μm.  
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B: Hippokampális SOM IN-ok 18 hónapos kontroll (CTRL, B1) és APPNL-F 

egerekben (B2). A SOM IN-ket DAB immunreakcióval jelöltük és a számoltuk meg a CA1 

stratum oriens-ben. Mann-Whitney teszt: p = 0,6625, 300 sejt/mm3 három VT egérben, 

szemben a 291 sejt/mm3 három APPNL-F egérben, medián (alsó-felső kvartilis).  Nem 

találtunk szignifikáns különbséget a genotípusok között: (B3). Lépték: 50 μm.  

C: A PV+ IN-kat (C1, C4) perineuronális háló (C2-3, C5-6) borítja be mind a 21 

hónapos VT (CTRL, C1-3), mind APPNL-F egerekben (C4-6). Lépték: 25 μm.  

D: Víruskövetéses módszerrel jelölt szepto-hippokampális PV+ bemeneti rostok 

(zöld) egészségesnek tűnnek és megtalálják lokális célsejtjeiket, a hippokampális PV IN-

okat (vörös) 18 hónapos APPNL-F egerekben. Lépték: 50 μm. 

 

IV.3 A különböző típusú hippokampális gátló szinapszisok jellemzése  

 

Az AK befolyásolja a gátló szinapszisokat és a GABAA receptorokat a fő GABA 

receptor alegységek mRNS-ének és fehérjeexpressziójának befolyásolásán keresztül  

(Limon és mtsaiés mtsai, 2012; Ulrich and Bettler, 2007), valamint a szinaptikus 

plaszticitás változásai módosíthatják a szinapszis erősségét, így a szinaptikus rés 

szélességét. Ezért ezeket a tulajdonságokat összehasonlítottuk VT és az APPNL-F állatok 

között. Megvizsgáltuk a szomatikus terminálisok gátló szinapszisainak szinaptikus rés 

szélességét CA1 piramissejteken és nem találtunk különbséget a VT és az APPNL-F 

egérpárok között. Az eredményeket a 7.A 3-4 ábra mutatja be, az első pár egér esetében 

a szinaptikus rés szélessége: VT-ban 24,1±4,2 nm (átlag ± SD, 39 vizsgált szinapszis) t-

teszt: p=0,64, vs. APPNL-F egérben a szélesség: 23,7±4,1 nm (42 vizsgált szinapszis); 

második egérpár esetében, VT-ban a szinaptikus rés szélessége: 27,0±4,1 nm (48 vizsgált 

szinapszis), vs APPNL-F egérben 27,3±4,8 nm (36 vizsgált szinapszis), t-teszt: p=0,78, 

volt. Megmértük az AIS szinaptikus rés szélességét CA1 piramissejteken is, és nem 

találtunk különbséget a VT és az APPNL-F egérpárok között. Eredményeinket a 7. ábra 

A5-6 grafikon mutatja: első pár egérben, a szinaptikus rés szélessége 27 nm, 17 VT 

szinapszisban, 27 nm, 21 vizsgált APPNL-F szinapszisban, Mann-Whitney teszt: p=0,77, 

medián (alsó-felső kvartilis); második egérpár esetében, a szinaptikus rés szélessége 19,8 

(18-21,6) nm 8 VT szinapszisban, ezzel szemben a 20,7 (18,9-22,5) nm-rel 8 APPNL-F 

szinapszisban Mann-Whitney teszt: p=0,64. 
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7. ábra A hippokampusz gátló 

szinapszisai és azok GABAA 

receptorai APPNL-F egerekben  

A: Szinaptikus rés szélessége 

(a tesztelt profilok fekete keretben 

jelölve) PV+ (DAB, sötétszínű 

csapadék) szomatikus vagy AIS-t célző 

terminálisokon (b: bouton) CA1-ben 

piramissejt szómáján (A1-2, Ps: 

piramissejt szóma) vagy az AIS-en 18 

hónapos APPNL-F egerekben nem volt 

szignifikánsan különböző (két 

egérpárban, A3-4) vagy AIS-eken (két 

egérpárban, A5-6) összehasonlítva a 

VT egerekkel (CTRL). Lépték: 200 

nm.  

B: Immunoarany jelölt GABAA 

y2 receptor alegység lokalizációja a 

szinapszisban (nyílhegyek) szomatikus 

terminálison (B1, B2) és AIS 

terminálison (ais, B3,B4) 17 és 21 

hónapos VT (CTRL) és APPNL-F-

egerekben. Nem találtunk változást a 

GABAA receptor γ2 alegység 

tartalomban. Kis fehér nyilak jelzik az 

AIS-specifikus membránt. Lépték: 200 

nm.  

C: A szinaptikus GABAA 

receptor jelölés SOM+ 

terminálisokon, VT (CTRL, C1) és 

APPNL-F egerekben megegyezik (C2). 

Immunarannyal jelölt GABAA γ2 
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receptor alegységeket a SOM pozitív terminálisok (b, DAB-vel jelölve) által létesített 

szinapszisokban (nyílhegyek) a posztszinaptikus dendriteken (d) a CA1 lacunosum-

moleculareban, 17 hónapos egerekben. A fekete nyíl egy SOM-negatív buton jelöletlen 

szinaptikus kapcsolatát jelzi (C1). Lépték: 200 nm.  

D: A GABAA receptor jelölése a hippokampusz kolinerg szinapszisaiban hasonló 

a VT (CTRL,D1, D3) és APPNL-F (D2, D4) alomtestvér egerekben. Immunoarannnyal 

jelölt GABAA γ2 receptor alegység látható a vezikuláris acetilkolin transzporter (vAChT) 

pozitív kolinerg bouton (b, DAB-vel jelölve) által létrehozott szinapszisokban (nyitott 

nyílhegyek), amelyek tüskéket (s, D1-D2) vagy dendritek (d, D3-D4) idegeznek be CA1-

ben, VT (CTRL) és APPNL-F egerekben. A D2 panelen a fekete nyíl ugyanazon tüske 

aszimmetrikus serkentő bemenetét mutatja. Lépték: 200 nm. 

 

Megmértük a GABAA receptor γ2 alegység pozitív szinapszisok arányát a PV+ 

IN terminálisokban, CA1 piramissejteken 17 és 21 hónapos 2 VT és 2 APPNL-F egérben. 

Megállapítottuk, hogy gyakorlatilag minden szinapszis, amelyeket PV+ szomatikus 

terminálisok hoztak létre (VT: 68/69, APPNL-F: 68/68), vagy PV+ axo-axonikus 

terminálisok hoztak létre [VT: 45/45, 9 axon kezdeti szegmensen (AIS), APPNL-F: 61/62, 

13 AIS-en], valamint a SOM+ IN terminálisok által létesített szinapszisok (VT: 19/19, 

APPNL-F: 29/29) mind GABAA receptor 2 alegység pozitívak voltak genotípustól 

függetlenül (7B-C ábra). Mivel korábban bebizonyítottuk, hogy a hippokampuszban a 

kolinerg terminálisok GABAerg szinapszisokat hoznak létre (Takács és mtsai, 2018), és 

mivel ismert, hogy a kolinerg rendszer különösen érzékeny az AK-ban, megvizsgáltuk a 

GABAA receptor γ2 alegység pozitivitását a kolinerg szinapszisoknak is hippokampusz 

CA1 regioban. Nem találtunk különbséget a VT és az APPNL-F egerek között a kolinerg 

terminálisok GABAA receptor γ2 alegység tartalmában (7D. ábra, VT: 33/41, 81%; 

APPNL-F: 36/44, 82%). 

A nagyobb szinapszis több receptort tartalmaz és hatékonyabb (Holderith és mtsai, 2012). 

BF-SEM használatával, teljesen rekonstruáltunk SOM+, disztális dendritet célzó IN-okat, 

PV+/CB1R-negatív gátló IN-okat, PV-negatív/CB1R+ szómát beidegző kosársejteket, 

valamint PV+ axo-axonikus IN-okat, amelyek a CA1 piramissejteken hoznak létre 

szinapszisokat. Elsőként összehasonlítottuk a szomatikus, kosársejt-szinapszisok típusait 

18 hónapos VT és az APPNL-F egerekben (8. ábra). Nem találtunk különbséget 
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szinapszisok felszínének nagyságában (a különböző zsugorodásból eredő különbségek 

miatt, az egereket párosával használtuk és hasonlítottuk össze, lásd a 3. táblázatot a 

részletekért). Ezután a CB1R immunoarany jelölés segítségével megkülönböztettük a 

kosársejt-terminálisok két típusát, és meghatároztuk a kifejezetten PV+/CB1R-negatív 

terminálisok által létrehozott szinapszis méretét (Takács és mtsai, 2015). Megállapítottuk, 

hogy a PV+/CB1R- negatív kosársejtek szinapszisainak paraméterei nem változtak 

APPNL-F egerekben (a részleteket lásd a 3. táblázatban). Ezután összehasonlítottuk a 

SOM+ IN által létrehozott szinapszis méretét a piramissejtek disztális dendriteinél, ahol 

ismét nem találtunk különbséget a szinapszisok nagyságában VT és az APPNL-F alomból 

származó egerek között (8. ábra és a részleteket lásd a 4. táblázatban). 

Az Aβ növeli a glutamát felszabadulásának valószínűségét (Cummings és mtsai, 

2015; Medawar és mtsai, 2019) és ennek következtében magasabb a piramissejt-aktivitás, 

amelyet leghatékonyabban az AIS-ek gátlásával lehet kompenzálni, mivel döntő szerepet 

játszanak a piramissejteken az akciós potenciál létrehozásában. Ezért BF-SEM 

alkalmazásával megvizsgáltuk kifejezetten a CA1 piramissejt AIS-jeit több morfológiai 

tulajdonságát három pár 18 hónapos VT és APPNL-F egéren, és a hat egér mindegyikéből 

több AIS-t teljesen rekonstruáltunk (4. táblázat). Nem találtunk változást sem az AIS-

eken található szinapszisok átlagos sűrűségében, sem az AIS-en belüli mitokondriumok 

sűrűségében, valamint térfogatában (a részleteket lásd a 4. táblázatban). Megállapítottuk 

azonban, hogy a PV+ axo-axonikus sejtekAIS-einekszinapszisai körülbelül 35% -kal 

nagyobbak az APPNL-F egerekben (Mann-Whitney teszt: p <0,001, 8. ábra és a részleteket 

lásd a 4. táblázatban). 
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8.ábra A hippokampusz gátló szinapszisainak 3D morfológiája 18 hónapos APPNL-F 

egerekben.  

A: CA1 piramissejt axon kezdeti szegmenseinek BF-SEM 3D rekonstrukciója 

APPNL-F és VT (CTRL) állatokban. A szinapszisokat (piros) az axonális membránon (zöld) 

és a mitokondriumokat (kék) rekonstruáltuk és számoltuk meg. A jobb oldalon, az 

eredmények vázlatos ábrázolása azt mutatja, hogy amíg szinaptikus terület a SOM+ IN-

k (SOM IN), a CB1R+ kosár sejtek (CB1R IN), a PV+ kosár sejtek (halványkék PV IN) 

esetében nem változott, addig a PV+ axo-axonikus sejtek (AA IN) szinaptikus területe 

jelentősen, kb. 35% -kal megnőtt.  
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B: Jelentősen megnőtt a piramissejt (PS) AIS-én található PV+ szinapszisok 

mérete három pár APPNL-F és VT (CTRL, B1) egérben vizsgálva (összesített adatok), míg 

szinapszisaik lineáris sűrűsége az AIS-en változatlan maradt (B2).  

C: Nem tapasztaltunk változást a piramissejtek mitokondriumok méretében (C1) 

vagy sűrűségében (C2) az AIS-ben, amint azt három pár (egyesített adat) VT (CTRL) és 

APPNL-F egerekből származó adat mutatja.  

D: A piramissejt szómáján található szinapszisok mérete nem változott három pár 

VT és APPNL-F egérben (D1-3). E: A PV+/CB1R-negatív IN-k által, a PS-ek szómáján 

létesített szinapszisok mérete nem különbözött két pár 18 hónapos VT és APPNL-F egérben 

(E1, E2). F: A SOM+ IN-k által, a PS-ek dendritjein létrehozott szinapszisok mérete nem 

volt eltérő két pár (összesített adat) 18 hónapos VT és APPNL-F egérben. 

 

A következő összefoglaló táblázat (4.táblázat) tartalmazza a BF-SEM 

kísérletekből származó statisztikai adatokat, amelyek korábbról ilyen részletességgel nem 

voltak ismertek. 

 

4.táblázat BF-SEM kísérletekből származó, a CA1 piramissejtek szinaptikus 

parametereinek összehasonlító statisztikai adatok 

 

Ultrastrukturális paraméter  VT APPNL-F 

A CA1 piramissejteken található szomatikus szinapszisok szinaptikus területe (nm2, egérpár 1), 

p=0.9542 

Szinapszisok száma  100 100 

Medián  203898  221232 

Alsó kvartilis  136960  141059 

Felső kvartilis  370260  317769 

A CA1 piramissejteken található szomatikus szinapszisok szinaptikus területe (nm2, egérpár 2), 

p=0.3388 

Szinapszisok száma  100 100 

Medián  221674 251685 

Alsó kvartilis  123681 173417 

Felső kvartilis  453867 404389 

A CA1 piramissejteken található szomatikus szinapszisok szinaptikus területe (nm2, egérpár 3), 

p=0.4349 

Szinapszisok száma  173 177 

Medián  85496 96940 

Alsó kvartilis  55382 59209 

Felső kvartilis  142013 178778 
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A CA1 piramissejt szómáján található CB1R-negatív PV+ IN szinapszisának szinaptikus területe 

(nm2, egérpár 4), p=0.1860 

Szinapszisok száma  90 100 

Medián  171460 177651 

Alsó kvartilis  112007 134771 

Felső kvartilis  220626 253022 

A CA1 piramissejt szómáján található CB1R-negatív PV+ IN szinapszisának szinaptikus területe 

(nm2, egérpár 5), p=0.0993 

Szinapszisok száma  100 100 

Medián  77320 71605 

Alsó kvartilis  59435 53437 

Felső kvartilis  107981 92711 

    

A piramissejtek dendritjén található SOM+ IN-ok szinapszisainak szinaptikus területe (nm2) két 

pár egérből, p=0.0706 

Szinapszisok száma  194 196 

Medián  132486 142723 

Alsó kvartilis  82546 97368 

Felső kvartilis  196627 200001 

    

Szinaptikus terület a piramissejt AIS-eken (nm2) három pár egérből, p= 5,7038E-10 

Szinapszisok száma  387 380 

Medián  9 9 

Alsó kvartilis  62096 83983 

Felső kvartilis  41403 58021 

Upper quartile  92186 125968 

Az AIS-en lévő szinapszisok lineáris sűrűsége (darab/10µm) három pár egérből gyűjtve, 

p=0.9755 

Szinapszisok száma  460 515 

AIS-ek száma  12 11 

Medián  9.91 9.85 

Alsó kvartilis  7.83 8.56 

Felső kvartilis  13.77 11.91 

A piramissejt AIS mitokondriumainak térfogata (nm3 x 106) három pár egérből gyűjtve, 

p=0.7535 

Szinapszisok száma  101 124 

AIS-ek száma  8 8 

Medián  112 125 

Alsó kvartilis  67 52 

Felső kvartilis  222 204 

A piramissejt AIS mitokondriumainak sűrűsége (darab/10µm) három pár egérből gyűjtve, 

p=0.4705 

Mitokondriumok száma  100 138 

AIS-ek száma  8 9 

Medián  3.46 3.75 

Alsó kvartilis  2.13 3.66 

Felső kvartilis  4.63 4.48 
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II.4. A hippokampális kolinerg rostok kapcsolatainak vizsgálata  

Kutatócsoportunk bebizonyította, hogy a kolinerg rostok által létrehozott 

szinapszisok (CA1, S1 szomatoszenzoros kéreg, prefrontalis kéreg, bazolaterális 

amygdala) expresszálják a neuroligin 2 (NL2) posztszinaptikus fehérjét (Takács és 

mtsaiés mtsai, 2013). Ez a fehérje közvetlenül kölcsönhatásban van a gephyrinnel, a gátló, 

posztszinaptikus denzitások központi állványzófehérjéjével (Tyagarajan and Fritschy, 

2014) és együttesen szerepet játszanak a GABAA receptorok kihorgonyzásában (Dong és 

mtsaiés mtsai, 2007; Jedlicka és mtsaiés mtsai, 2011; Poulopoulos és mtsaiés mtsai, 

2009). Az korábbról már ismert volt, hogy a kolinerg terminálisok egy kis része létesíthet 

szinapszist, kutatócsoportunk azonban azt feltételezte, hogy mindegyik terminális 

szinapszisokat alkot. .  

A hippokampuszban a kolinerg rostokon a szinapszisokat NL2 jelöléssel 

azonosítottuk (9. ábra) és háromdimenziós, sorozat mikroszkópos rekonstrukcióval 

vizsgáltuk. Véletlenül kiválasztott, hosszú axon szakaszokat rekonstruáltunk (6–33 μm, 

átlag: 21μm, n=17), egyrészt vad típusú állatban anti-kolin acetiltranszferáz (ChAT) 

antitesttel megjelölve, másrészt eYFP-adeno-asszociált vírussal (AAV) injektált ChAT-

Cre egerekben, ahol a szinapszisaikat NL2 vagy gephyrin immunoarany jelöléssel 

azonosítottuk. Mindegyik nagyszámban létesített szinapszisokat (9. ábra). A szinapszisok 

átlagos sűrűsége 42 szinapszis/100 μm volt. Korábban ezen kapcsolatok közül néhányat 

nem is lehetett volna szinapszisnak tekinteni a gyenge membrán-megvastagodásaik és a 

szűkebb intercelluláris szinaptikus résük miatt (pl. 9. ábra, szinapszis 2–3) (Umbriaco és 

mtsaiés mtsai, 1995); azonban a NL2 és gephyrin jelölés egyértelműen meghatározta az 

aktív zónájukat. Összehasonlításként, GABAerg axonszakaszokat is rekonstruáltunk 

(CB1+, n=2, amelyek hossza 18 és 29 μm), amelyek szintén nagyszámban létesítettek 

szinapszisokat. Miután megbizonyosodtunk arról, hogy az összes hippokampális kolinerg 

terminális a bazális előagy kolinerg sejtjeiből ered, azt találtuk, hogy gyakorlatilag az 

összes vizsgált hippokampális kolinerg terminális egy vagy több NL2-pozitív szinapszist 

létesített (9. ábra).  

A kolinerg axonok mentén a szinapszisok lineáris sűrűsége hasonló volt a 

GABAerg axonokéhoz (kolinerg axonokon a szinapszisok száma 100 μm-ként: 42 a CA1 

régióban, 40 a S1-ben; CB1+ axonokon: 51). Hippokampusz CA1 régiójában azt találtuk, 

hogy a NL2 és a gephyrin pozitív kolinerg szinapszisok (n=107, 4 egérből összegyűjtött 
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adat) elsősorban a piramissejtek dendritjeit (63%) és a tüskenyakakat idegzik be (27%), 

valamint interneuronok dendritjeit (5%), míg néhány esetben a posztszinaptikus célt nem 

lehetett besorolni (6%) (9O ábra). 

 

 

9.ábra: Az összes kolinerg terminális szinapszist létesít, expresszálja a GABAerg 

markereket és beidegzi a piramissejteket vagy az interneuronokat.  

A., Háromdimenziós EM rekonstrukciók azt mutatják, hogy a hippokampusz 

kolinerg rostjai szinapszisokat (nyilak) alkotnak. Az A jelű axont ChAT antitesttel jelöltük 

meg vadtípusú (VT) egérben. A B jelű axon egy AAV-eYFP vírussal jelölt septo-

hippokampális rost ChAT-Cre egérben. A képbeszúrások szinapszist alkotó, két tipikus 

terminálist mutatnak be (kék). A plazmamembránt részben átlátszóvá tettük a 
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mitokondriumok (mito, zöld) felfedésére. Az NL2 (A axon, 1-4. szinapszisok) vagy a 

gephyrin (B axon, 5–7. szinapszisok) aranyjelölése a szinapszisok felismerésére szolgál 

(fekete pontok és nyilak a képbeszúráson). Rekonstruált axonális szegmensek boutonjai 

(b), amelyek szinapszisokat létesítenek (1-7., nyílhegyek, azonos számokkal jelölve a bal 

oldalon) a dendriteken (d) és a tüskéken (s). Az 1. szinapszis mellett egy ChAT-negatív, 

feltételezhetően GABAerg terminális bouton (bneg) található, amely NL2-pozitív 

szinapszist (nyíl) képez. b – n: Gephyrin (nyílhegyek, arany; b-d; g–j) és GABAA γ2 

receptor alegységek (nyílhegyek, arany; e–f; k–n) lokalizálódnak posztszinaptikusan a 

vAChT+ terminálisok által létrehozott szinapszisokban VT egerekben (b – f; DAB, b), 

illetve AAV-eYFP-vel jelölt szepto-hippokampális terminálisokban ChAT-Cre egerekben 

(g–n; DAB, b). Az egymást követő metszetek képeit vékony fekete vonalak elválasztják. A 

terminálisok dendriteket (d) vagy a tüskéket idegzik be. A j képen a posztszinaptikus 

célpont egy interneuron dendritje (INd), amelyen I-es típusú szinapszisok vannak (nyilak). 

A szinapszisok a str. oriens (a, b–e, g–j, l, m), stratum radiatum (k, n) és stratum 

lacunosum-moleculare (f) rétegekből származnak. A lépték 200 nm az összes EM-kép 

esetében. o - A rekonstruált kolinerg axonális szegmentek célszelektivitása str. oriens és 

radiatum rétegekben. Tüske: 27,1%, piramissejt-dendrit: 62,6%, interneuron dendrit: 

4,7%, nem azonosítható: 5,6%. p: CA1-ben és S1 kéregben levő 100 μm kolinerg axonális 

szegmensre jutó szinapszisok száma összehasonlítva a CA1 GABAerg rostjaival.  

 

 Minden beidegzett tüske kapott egy másik, feltételezhetően glutamáterg 

aszimmetrikus, I típusú bemenetet is egy jelöletlen terminálisból, ami arra utal, hogy a 

kolinerg szinapszisok önmagukban nem indukálnak tüske kialakulást. Ezek az adatok azt 

sugallják, hogy ezeknek a szinapszisoknak kb. 90%-a a CA1 piramis sejteket célozza 

meg, miközben az interneuronokat is megtalálnak (legalább 5%), ez az arány közel áll a 

CA1 régió neuronális arányához. Ezután megvizsgáltuk, hogy GABAerg tulajdonságúak-

e ezek a szinapszisok. 
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IV.5. A szepto-hippokampális kolinerg axonok GABAerg tulajdonságának 

anatómiai vizsgálata 

Bár már mások is úgy vélték, hogy a hippokampusz kolinerg beidegződése 

kizárólagosan a bazális előagyból származik és a lokális kolinerg sejtpopuláció jelenléte 

az egér hippokampuszban csupán korábbi kísérletek műterméke volt (Blusztajn and 

Rinnofner, 2016), ennek ellenére mi is teszteltük ezt a feltevést. Cre-függő eYFP-AAV-t 

injektáltunk a ChAT-Cre egerek hippokampuszába (10C. Ábra), és a hippokampusz 

metszeteken eYFP, a vAChT és a vGAT jelölést alkalmaztunk (10.ábra, E,F). Néhány 

eYFP pozitív sejtet találtunk a hippokampuszban is, de rendkívül ritkák voltak és 

hasonlítottak a dentate gyrus szemcsesejtjeihez és a CA3 piramis sejtekhez. Találtunk 

néhány, azokból származó, ritkán elágazó eYFP+ rostot is, de a vAChT vagy a vGAT 

immunreaktivitást soha nem volt megtalálható ezekben a terminálisokban (323 

terminálisból 0 volt jelölt, 2 egérből). Ugyanazon mintákban teszteltük a vAChT pozitív 

terminálisokat is, és soha nem találtunk eYFP-pozitivitást (2 egérből 3673-ból 0). Így 

megerősítettük, hogy a hippokampuszban nincsenek kolinerg sejtek, csak a Cre enzim 

rendkívül ritka ektopiás expressziója. Ezek az eredmények azt is megerősítették, hogy a 

septo-hippokampális kolinerg rostok vAChT jelöléssel megbízhatóan megjelölhetőek.  

Egy másik megközelítés ellenőrzése céljából az eYFP-AAV-t injektáltunk ChAT-

Cre egerek mediális szeptumába, és a PV/ChAT/eYFP hármas jelöléseket festettünk (10. 

ábra C,A,B). Az MS-ben az összes vizsgált eYFP-pozitív sejt 97,6% -a volt ChAT+, de 

egyikük sem volt PV+ (n=212, 2 egérnél)). Vizsgáltuk ezen sejtek rostjait a 

hippokampuszban, és itt is elvégeztünk a PV/vAChT/eYFP hármas jelölést (10.ábra) 

Megállapítottuk, hogy az eYFP pozitív terminálisok vAChT-jelöléssel kolokalizáltak, de 

soha nem PV+ (n=252 terminális 2 egérből). Ezek az eredmények megerősítették, hogy 

ezekben az állatokban az eYFP+ rostok kizárólag kolinerg sejtekből származnak.  
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10. ábra, Kontroll kísérletek a szeptohippokampális kolinerg sejtek és rostok jelölésére 

cre-függő vírus- és immunjelölő technikákkal.  

A: Az eYFP-t expresszáló kolinerg rostok robosztus hálózata a hippokampuszban 

AAV-injektálást követően ChAT-Cre egér MS-jában. (lm: laconosum-moleculare, m: 

moleculare, g: granule-cell layer, h: hilus)  

B: Hippokampuszban, az AAV-eYFP vírus által jelölt szepto-hippokampális 

rostok vAChT-t tartalmaznak, de PV-t nem. A vAChT-jelölés a rostok terminálisaiban 

(nyíl) található.  

C: Az AAV-eYFP-injektálás helye a ChAT-cre egerek MS-ba/ hippokampuszába.  

D: Az összes eYFP-t expresszáló MS neuron ChAT+, míg egyikük sem 

tartalmazott PV-t. (A nyilak néhány sejttestet jelölnek.)  

E: AAV-eYFP injektálást követően a ChAT-cre egerek hippokampuszába 

elhanyagolható mennyiségű eYFP expresszáló sejt volt kimutatható. Egy eYFP-t 

expresszáló szemcsesejt látható néhány dendrit-szegmenssel és kevés szétszórt rosttal. (d: 

dendrit, f: rost, GC: szemcsesejt)  

F: A hippokampuszban található lokális eYFP-t expresszáló rostok nem 

tartalmaznak vAChT-t vagy vGAT-ot. (A nyílhegyek jelölnek néhány terminálist, a 
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léptékek az F képen 150 μm az A, D, E, és 6 μm a B és F esetében. Miutan megállapítottuk, 

hogy minden kolinerg rost a BF-ből származik, lokalizáltuk a posztszinaptikus GABAerg 

jelátvitel elemeit ezekben a kapcsolatokban. Elsőként a gephyrint vizsgáltuk, mert az 

kapcsolatban van mind a GABAA receptorokkal, mind pedig a NL2-vel. Megállapítottuk, 

hogy a hippokampális kolinerg rostok szinapszisainak legalább 81% -a tartalmaz 

gephyrint a dendriteken és a tüskenyakon ( 9.ábra). Ezenkívül azt találtuk, hogy ezen 

szinapszisoknak legalább a 80%-ánál GABAA receptor gamma2 alegység jelölés volt 

látható, amely mind a dendriteken, mind a tüskenyakakon könnyen kimutatható volt 

(9.ábra). Ezután lokalizáltuk a preszinaptikus GABAerg és kolinerg jelátviteli rendszer 

elemeit ezekben a terminálisokban. ZsGreen fluoreszcens riporter egérvonalat 

kereszteztünk vGAT-Cre egérvonallal, amelynek a meditális szeptumában megjelöltük 

ChAT+ sejtjeket, így meg tudtuk állapítani, hogy minden szepto-hippokampélis kolinerg 

sejt vGAT immunopozitív is (11.ábra A, B). A hippokampusz kolinerg terminálisai 

expresszálták a GABA-szintetizáló enzimet, a glutamát dekarboxiláz 65 (GAD65) 

enzimet is (11.ábra C). Ezen túlmenően a kolinerg szepto-hippokampális terminálisok 

legalább 83%-a vGAT+ volt (11.ábra D), míg a szepto-hippokampális kolinerg 

terminálisok 64% -ában volt kimutatható a vAChT. Végül, beágyazás utáni immunarany 

jelölést használva kimutattuk, hogy a kolinerg terminálisok tartalmaznak GABA-t 

(11.ábra E, F). 

 

IV.6 A szepto-hippokampális kolinerg axonok anatómiai vizsgálata idős APPNL-F 

egerekben 

A szepto-hippokampális kolinerg rostok vizsgálatához 17 hónapos ChAT-eGFP 

és APP-NL-F/eGFP-Cre egerek mediális szeptumában AAV5-EF1α-DIO-eYFP vírust 

injektáltunk. A vírussal jelölt ChAT-sejtek axonális arborizációi a hippocampusban nem 

különböztek (12.ábra). GABAA receptor γ2 alegységek a vAChT-tal jelölt kolinerg 

szinapszisokban tüskéket (A1-2) vagy dendriteket (B1-2) idegeznek be VT és APPNLF 

egerekben. Ismét nem találtunk szignifikáns változást a kolinerg boutonok GABAA γ2 

receptor tartalmában. 
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11.ábra A-B: A MS kolinerg sejtjei GABAergek. A B ábra kinagyítva mutatja az A ábrán 

jelölt fehér keretben található területet. A ChAT jelölt neuronokat piros, míg a vGAT-ot 

kifejezőket zöld szín jelzi vGAT-ZsGreen riporter egérben.  

C: Az AAV-eYFP vírus által jelölt szepto-hippokampális rostok kifejezik a 

GAD65-öt. A képbeszúrásokon a nyíllal jelölt terminális xz és yz vetülete látható. (A nyíl 

és a nyílhegy a terminálisok felé mutat, a rostok körvonalát zöld vonal jelöli.)  

D: Az AAV-eYFP vírus jelölt szepto-hippokampális  rostok kifejezik a vGAT-ot és 

a vAChT-t. (A D ábra léptéke: 210, 14, 2 és 1 um az A, B, C és D esetében.)  

E-F: A hippokampusz kolinerg terminálisai GABA-t tartalmaznak. Egy vAChT+ 

terminális három, egymást követő EM metszete látható (E, pirosra színezve). A vAChT-t 

beágyazás előtti immunoarany módszerrel jelöltük jelenítettük meg (az E első panele, 

ezüsttel intenzifikált felerősített arany részecskék, nagy nyilak), amíg az azokat követő 

ultravékony metszeteken (az E második és harmadik panele) a GABA-t jelöltük beágyazás 

utáni immunfestéssel (kisebb arany részecskék, vékony nyilak).  

F: A GABA-jelölés immunoarany sűrűségének mediánjai (oszlopok) és 

interkvartilis tartományai (sávok) glutamaterg (Glut, medián: 3,5 aranyszemcsék / µm2, 
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intervartilis tartományok: 1,5-5,3) és VAChT+ terminálisokban (VAChT, medián: 11,5 

arany részecskék / µm2, interkvartilis tartományok:6,8–22,7). A csillag a szignifikáns 

különbséget jelöli (p<0,05). Az I. típusú szinapszisokat alkotó vAChT- terminálisokat 

glutamatergnek tekintettük. A lépték 200 nm az összes EM-kép esetében. 

 

 

 

12. ábra A-B: A hippokampális kolinerg szinapszisok GABAA receptor jelölése hasonló 

az APPNLF és VT egerekben. GABAA receptor γ2 alegységek (immunarany jelölés) a 

szinapszisokban (nyitott nyílhegyek), vAChT+ kolinerg boutonok (b) és tüskék (s, A1-2) 

vagy dendritek (d, B1-) (DAB-bal jelölve) 2) 17 hónapos APPNLF (A1-B1) és VT (A2-B2) 

egerek CA1-jében. Az A1-en fekete nyíl ugyanazon tüske aszimmetrikus serkentő 

bemenetét mutatja. A B1-en egy vAChT-/GABAA γ2+ szinapszis is látható (fekete 

nyílhegy). Nem publikált eredmények. 
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VI. MEGBESZÉLÉS 

 

Az AK-t postmortem, az amiloid plakkok jelenlétével diagnosztizálják a betegek 

agyában (Harrison és  Owen, 2016). Habár számos fehérje, köztük a tau-protein, az 

apolipoprotein E, és a preszenilin mutációit is megtalálták már a demenciák súlyos 

formáiban, évtizedek óta az amiloid plakkokat tekintik az AK egyik elsődleges okának 

(Barage és Sonawane, 2015; Hardy, 1997; Selkoe és Hardy, 2016). Ezért, az állatokon 

végzett kísérletekben (Huang, Yadong; Mucke, 2012; Huang és mtsai, 2019; Lannfelt és 

mtsai, 2014; Mullane és Williams, 2013) és sok klinikai vizsgálatban az elsődleges 

célpont (Lannfelt és mtsai, 2014; Zotova és mtsai, 2013) az Aβ agyból történő eltávolítása 

volt. Ez az elmélet inspirálta annak a több, mint száz egér modellnek a létrehozását, 

amelyekben az Aβ felhalmozódását, a mutált APP túlzott expressziója váltja ki és amelyet 

egy erős nem-specifikus promoter szabályoz. Ezek a megközelítések felgyorsították az 

Aβ lehetséges hatásainak vizsgálatát, mivel az ilyen állatokat már néhány hónappal a 

születésüket követően lehetett vizsgálni. Ezekben az egérekben azonban, több olyan 

sejtben is mesterségesen nagy mennyiségben kifejeződött a mutált APP-t, amely 

természetesen nem jelenne meg, így modellspecifikus műtermékeket vezethettek be.  

Kísérleteink során megvizsgáltuk a svéd és az ibériai mutációk együttes hatását, 

amelyek általánosak a familiáris öröklődésű AK-ban szenvedő betegekben (Palop and 

Mucke, 2016). Az APPNL-F egerek az endogén, természetes egér promóter által vezérelt, 

humán APP svéd és ibériai mutációit expresszálják, valamint az Aβ42 és Aβ40 

izoformákat olyan arányban fejezik ki, amely jellemző az emberi AK esetében. Ez teszi 

az APPNL-F egereket ideális modellekké az Aβ agyra gyakorolt hatásainak vizsgálatához 

(Nilsson és mtsai, 2014).  

A nem specifikus promóterek által szabályzott, az APP-t túlzott mértékben 

expresszáló egerek esetében lecsökkent a hippokampális SOM+ (Ramos és mtsai, 2006; 

Silva Albequerque és mtsai, 2015; Stanley és mtsai, 2012) és a PV+IN-k (Brady és  

Mufson, 1997; Popovi és mtsai, 2008; Takahashi és mtsai, 2010) száma, ezzel szemben  

mi nem találtunk szignifikáns csökkenést ezen IN-ek sűrűségében. A PV idegsejtek körüli 

perineuronális háló károsodásáról szintén beszámoltak (Cattaud és mtsai, 2018; Sethi és  

Zaia, 2017; Testa és mtsai, 2019), ám az APPNL-F egerekben nem észleltünk nyilvánvaló 

károsodást, hasonlóan az emberekben tapasztaltakhoz (Morawski és mtsai, 2004).  
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Míg a GABAA receptorok sérülékenysége az AK-ban korábbról ismert volt 

(Limon és mtsai, 2012; Ulrich és  Bettler, 2007), azonban méréseink során nem találtunk 

hatást a szomatikus GABAerg és kolinerg szinapszisok GABAA receptor tartalmának 

illetve szinaptikus rés szélességének változására a hippokampuszban. Megállapítottuk 

azonban, hogy az amiloid felhalmozódásnak lokális, neurotoxikus, gyulladásos hatása 

van, mivel a közvetlen plakk közelében, tipikus mikrogliális és asztrogliális reakciókat és 

DN-eket figyeltünk meg.  

Emberekben, az Aβ lerakódások glia aktiválódást, disztrófiás axonális 

folyamatokat és elváltozásokat okoznak a neurotranszmitter rendszerekben (Duyckaerts 

és mtsai, 2009; Sanchez-Varo és mtsai, 2012; Serrano-Pozo és mtsai, 2013), ami az AK 

lassú kifejlődéséhez vezet (Villemagne és mtsai, 2013). A mikrogliák úgy tűnik, hogy 

hatékonyan képesek megakadályozni az Aβ plakkok terjedését APPNL-F egerekben, mivel 

a DN képződése viszonylag kis térfogatra korlátozódott a plakk középpontja körül. A 

DN-kben szabálytalan mitokondriumokat, lizoszomális felhalmozódást, axonális 

duzzanatot és klaszterezett mitokondriumokat találtunk, amelyeket valószínűleg az 

axonális károsodással összefüggő kalcium-beáramlás és az azt követő mitokondriális 

diszfunkciók okozták (Green, 2009; Reddy and Flint, 2011). Ez valószínűleg akadályozta 

a mitokondriális mozgást, funkciót, és ami még fontosabb, a mitokondriális kalcium 

pufferolást (Contreras és mtsai, 2010; Williams és mtsai, 2013), amely legalább lokálisan 

megőrizhetné az axonális transzportot (Edwards, 2019). Ezen változások közül többet 

megfigyeltek az AK-ban szenvedő emberekben is. A legtöbb neurontípuson létrejött DN 

az APPNL-F egerekben, kolinerg, glutamáterg, dopaminerg, SOM+ és CB1R+ GABAerg 

disztrófiás boutonokat is megfigyeltünk. Azonban számos, az előrehaladt korral 

összefüggő morfológiai változást észleltünk az azonos alomból származó, VT egerekben 

is, ilyen például a vakuolumok megjelenése, a rendellenes mielin elváltozások(szétesés, 

felcsavarodás)a CA1 réteg lacunomsum-moleculare-ban, a gliózis; a disztrófiás neuritek 

és az amiloid plakkok teljesen hiányoztak a kontroll állatokból. Azonban számos 

mitokondrium- és lizoszóma-felhalmozódás, axonális duzzanat, fürtös mitokondrium 

csoportosulással, valamint disztrófiás neuritek jellemzően csak APPNL-F  egerekben 

található. 

Mivel az Aβ megnöveli a glutamát felszabadulási valószínűséget (Cummings és 

mtsai, 2015; Medawar és mtsai, 2019) és ezáltal magasabb lesz a piramissejt-aktivitás, a 
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hálózati hiperaktivitás szintén gyakori azoknál az embereknél, akik svéd vagy ibériai 

familiáris AK mutációval rendelkeznek (Palop and Mucke, 2016). A helyi gyulladásos 

reakciókhoz kapcsolódó citokin-felszabadulás (Vezzani és Granata, 2005) elősegítheti az 

epileptiform jelenségek kialakulását az AD betegekben a betegség korai szakaszában 

(Akiyama és mtsai, 2014; Friedman és mtsai, 2012; Vossel, 2017). A magasabb 

piramissejt-aktivitás ugyanakkor homeosztatikus kompenzációs mechanizmusokat is 

indukálhat a helyi IN-okban (Palop és mtsai, 2007; De Strooper és  Karran, 2016), 

amelyek hatékonyan gátolhatják a piramissejtek tüzelését. Megállapítottuk, hogy a PV 

neuronok ideálisak lennének ehhez a feladathoz, mivel jobban ellenállnak az Aβ-val 

kapcsolatos kihívásoknak. Ezeknek a gyorsan tüzelő IN-knak nagy a kalcium-puffer 

kapacitása (maga a parvalbumin hatékony kalciumkötő fehérje) (Eggermann és  Jonas, 

2012; Hu és mtsai, 2014b), és a mitokondriális sűrűségük tipikusan magasabb, mint a 

legtöbb más IN-nak (Gulyás és mtsai, 2006; Kageyama, 1982). Megállapítottuk, hogy a 

plakkok körül gazdagon megjelennek egészségesnek látszó PV-terminálisok, és PV-

pozitív DN-ket is nagyon ritkán találtunk. A PV IN sűrűsége nem változott, és 

szinapszisaik is pozitív maradtak a GABAA receptor alegységek tekintetében. Leírtuk azt 

is, hogy a PV-idegsejtek körüli perineuronális hálók épsége nem befolyásolódott a 18 

hónapos APPNL-F egerekben.  

Megvizsgáltuk a hippokampusz négy különböző IN populációjának szinaptikus 

erősségét. Mivel a szinaptikus erősség és a terület szorosan korrelál (Holderith és mtsai, 

2012), megbecsültük azoknak az IN-oknak a szinaptikus területeit, amelyek gátolják a 

piramissejtek aktivitását. Megállapítottuk, hogy a dendriteket célzó SOM+ IN-ok, a 

szómát célzó PV-/CB1R+ kosársejtek, PV+ kosársejtek szinapszisainak mérete nem 

változott. Ugyanakkor a kizárólag AIS-eket beidegző, PV+ axo-axonikus sejtek által 

létrehozott szinapszisok (Ganter és mtsai, 2004; Somogyi és mtsai, 1983) mintegy 35%-

kal,  szignifikánsan nagyobbak voltak az APPNL-F egerekben. Ezek az eredmények azt 

sugallják, hogy az APP túlzott mértékű expresszióját mutató más AK modellek adataival 

ellentétben, a tiszta amiloidózis természetesebb fejlődése megkíméli a PV+ IN-ket még 

viszonylag idős APPNL-F egerekben is. Ezen kívül a PV+ axo-axonikus sejtek hatékonyan 

ellensúlyozhatják az APPNL-F egerek magasabb piramissejt-aktivitását. Ezek az 

eredmények azt is sugallják, hogy a PV-idegsejtek túlélését elősegítő mechanizmusokat 

ki lehetne használni a jövőbeni kezelésekben, mivel ezek a folyamatok más sejtek 
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túlélését is támogathatják, és segíthetnek enyhíteni az Aβ-val kapcsolatos idegrendszeri 

gyulladásos hatásokat. 

 Évtizedek óta a kolinerg kommunikáció domináns formájának a nem szinaptikus 

felszabadulást gondolták (Descarries, Laurent, Gisinger, Victor, Steriade, 1997; Lendvai 

and Vizi, 2008; Sarter és mtsaiés mtsai, 2012; Zoli és mtsaiés mtsai, 1999), amelyet 

látszólag olyan vizsgálatok támasztottak alá, amelyek kevés szinapszisú kolinerg rostokat 

mutattak be. Kimutatták, hogy az előagyi kolinerg neuronok rendkívül nagy sebességgel 

és pontossággal reagálnak a jutalomra és a büntetésre (Hangya és mtsaiés mtsai, 2015) és 

hogy, a kolinerg sejtek figyelemre méltó pontossággal, milliszekundumos időskálán 

szabályozzák a kérgi információk feldolgozását (Gritton és mtsaiés mtsai, 2015; Gu and 

Yakel, 2011; Letzkus és mtsaiés mtsai, 2015; Muñoz and Rudy, 2014). Ezek az adatok 

sürgették annak felülvizsgálatát, hogy az acetilkolin felszabadulás és jelátvitel szinaptikus 

vagy nem szinaptikus formában történik-e. 

Kutatócsoportunk már korábban bebizonyította, hogy a kolinerg rostok által 

létrehozott szinapszisok expresszálják a NL2 posztszinaptikus fehérjét (Takács és mtsaiés 

mtsai, 2013). Ez közvetlenül kölcsönhatásban van a gephyrinnel, a gátló, posztszinaptikus 

denzitások központi állványzófehérjéjével (Tyagarajan and Fritschy, 2014) és együttesen 

szerepet játszanak a GABAA receptorok kihorgonyzásában (Dong és mtsaiés mtsai, 2007; 

Jedlicka és mtsaiés mtsai, 2011; Poulopoulos és mtsaiés mtsai, 2009). Az korábbról már 

ismert volt, hogy a kolinerg terminálisok egy része létesít szinapszist, kutatócsoportunk 

azonban azt bizonyította, hogy mindegyik terminális szinapszist formál.  

A hippokampuszban a kolinerg rostokon a szinapszisokat NL2 jelöléssel 

azonosítottuk és rekonstrukció után vizsgáltuk. Miután megbizonyosodtunk arról, hogy 

az összes hippokampális kolinerg terminális a bazális előagy kolinerg sejtjeiből ered, azt 

találtuk, hogy gyakorlatilag az összes vizsgált hippokampális kolinerg terminális egy 

vagy több NL2-pozitív szinapszist létesített.  A kolinerg axonok mentén a szinapszisok 

lineáris sűrűsége hasonló volt a GABAerg axonokéhoz. Hippokampusz CA1 régiójában 

azt találtuk, hogy a NL2 és a gephyrin pozitív kolinerg szinapszisok elsősorban a 

piramissejtek dendritjeit és a tüskenyakakat idegzik be, valamint interneuron dendritjeit, 

míg néhány esetben a posztszinaptikus célt nem tudtuk beazonosítani. 

Lokalizáltuk a posztszinaptikus GABAerg jelátvitel elemeit ezekben a 

kapcsolatokban. Elsőként a gephyrint vizsgáltuk, mert az kapcsolatban van mind a 



61 

GABAA receptorokkal, mind pedig a NL2-vel. Megállapítottuk, hogy a hippokampális 

kolinerg rostok szinapszisainak legalább 81% -a tartalmaz gephyrint. Ezenkívül azt 

találtuk, hogy ezen szinapszisoknak legalább a 80%-ánál GABAA receptor 2 alegység 

jelölés volt látható, amely mind a dendriteken, mind a tüskenyakakon könnyen 

kimutatható volt. Ezután lokalizáltuk a preszinaptikus GABAerg és kolinerg jelátviteli 

rendszer elemeit ezekben a terminálisokban. A hippokampuszban lévő, szeptális  kolinerg 

terminálisok expresszálták a glutamát dekarboxiláz 65 (GAD65), GABA-szintetizáló 

enzimet is. Ezen túlmenően a kolinerg szepto-hippokampális terminálisok legalább 83%-

a vGAT+ volt, míg a szepto-hippokampális kolinerg terminálisok 64% -ában volt 

kimutatható a vAChT. Végül kimutattuk, hogy a kolinerg terminálisok tartalmaznak 

GABA-t. 

Mivel a kolinerg rendszer sérülékenysége jól ismert AK esetén, megvizsgáltuk a MS 

vírussal jelölt ChAT-sejtjeinek axonális arborizációját a hippokampuszban, amely nem 

különböztött 22 hónapos VT és APPNL-F egerekben. A tüskéket vagy dendriteket 

beidegező GABAA receptor γ2 alegységet tartalmazó vAChT-tal jelölt kolinerg rostokban 

nem találtunk szignifikáns változást a boutonok receptoralegység tartalmában. Az 

általunk talált eredményekhez hasonlóan, mások sem találtak szignifikáns különbségeket 

a vad típusú és a transzgénikus egerek között a kolinerg markerek aktivitását vizsgálva 

(Gau és mtsaiés mtsai, 2002). Valamint az APP humán transzgénjének jelenléte más 

munkák szerint sem járul hozzá az előagyi kolinerg neuronok sebezhetőségéhez (Wenk 

és mtsaiés mtsai, 2004)  
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VII. KÖVETKEZTETÉSEK 

A hippokampális SOM+ és a PV+IN-k számában nem találtunk szignifikáns 

csökkenést.. Kísérleteink során nem találtunk hatást a szomatikus GABAerg és kolinerg 

szinapszisok GABAA receptor tartalmának illetve szinaptikus rés szélességének 

változására a hippokampuszban. 

Megállapítottuk azonban, hogy az amiloid felhalmozódásnak lokális, 

neurotoxikus, gyulladásos hatása van, mivel a közvetlen plakk közelében, tipikus 

mikrogliális és asztrogliális reakciókat és DN-eket figyeltünk meg. A mikrogliák úgy 

tűnik, hogy hatékonyan képesek megakadályozni az Aβ plakkok terjedését APPNL-F 

egerekben, mivel a DN képződése viszonylag kis térfogatra korlátozódott a plakk 

középpontja körül. A DN-kben szabálytalan mitokondriumokat, lizoszomális 

felhalmozódást, axonális duzzanatot és klaszterezett mitokondriumokat találtunk.  

A legtöbb neurontípuson létrejött DN az APPNL-F egerekben, kolinerg, 

glutamáterg, dopaminerg, SOM+ és CB1R+ GABAerg disztrófiás boutonokat is 

megfigyeltünk. Számos mitokondrium- és lizoszóma-felhalmozódás, axonális duzzanat, 

fürtös mitokondrium csoportosulással, valamint disztrófiás neuritek jellemzően csak 

APPNL-F  egerekben található. 

Megállapítottuk, hogy a plakkok körül gazdagon megjelennek egészségesnek 

látszó PV-terminálisok, és PV-pozitív DN-ket is nagyon ritkán találtunk. A PV IN 

sűrűsége nem változott, és szinapszisaik is pozitív maradtak a GABAA receptor 

alegységek tekintetében. Leírtuk azt is, hogy a PV-idegsejtek körüli perineuronális hálók 

épsége nem befolyásolódott a 18 hónapos APPNL-F egerekben.  

Megvizsgáltuk a hippokampusz négy különböző IN populációjának szinaptikus 

erősségét. Megállapítottuk, hogy a dendriteket célzó SOM+ IN-ok, a szómát célzó PV-

/CB1R+ kosársejtek, PV+ kosársejtek szinapszisainak mérete nem változott. Ugyanakkor 

a kizárólag AIS-eket beidegző, PV+ axo-axonikus sejtek által létrehozott szinapszisok, 

mintegy 35%-kal,  szignifikánsan nagyobbak voltak az APPNL-F egerekben.  

A hippokampuszban a kolinerg rostokon a szinapszisokat NL2 jelöléssel 

azonosítottuk és rekonstrukció után vizsgáltuk. Miután megbizonyosodtunk arról, hogy 

az összes hippokampális kolinerg terminális a bazális előagy kolinerg sejtjeiből ered, azt 

találtuk, hogy gyakorlatilag az összes vizsgált hippokampális kolinerg terminális egy 

vagy több NL2-pozitív szinapszist létesített. A kolinerg axonok mentén a szinapszisok 
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lineáris sűrűsége hasonló volt a GABAerg axonokéhoz. Hippokampusz CA1 régiójában 

azt találtuk, hogy a NL2 és a gephyrin pozitív kolinerg szinapszisok elsősorban a 

piramissejtek dendritjeit és a tüskenyakakat idegzik be, valamint interneuron dendritjeit, 

míg néhány esetben a posztszinaptikus célt nem tudtuk beazonosítani. 

Lokalizáltuk a posztszinaptikus GABAerg jelátvitel elemeit ezekben a 

kapcsolatokban. Megállapítottuk, hogy a hippokampális kolinerg rostok szinapszisainak 

legalább 81% -a tartalmaz gephyrint. Ezenkívül azt találtuk, hogy ezen szinapszisoknak 

legalább a 80%-ánál GABAA receptor 2 alegység jelölés volt látható, amely mind a 

dendriteken, mind a tüskenyakakon könnyen kimutatható volt. Ezután lokalizáltuk a 

preszinaptikus GABAerg és kolinerg jelátviteli rendszer elemeit ezekben a 

terminálisokban. A hippokampuszban lévő, szeptális  kolinerg terminálisok expresszálták 

a glutamát dekarboxiláz 65, GABA-szintetizáló enzimet is. Ezen túlmenően a kolinerg 

szepto-hippokampális terminálisok legalább 83%-a vGAT+ volt, míg a szepto-

hippokampális kolinerg terminálisok 64% -ában volt kimutatható a vAChT. Végül 

kimutattuk, hogy a kolinerg terminálisok tartalmaznak GABA-t. 

Mivel a kolinerg rendszer sérülékenysége jól ismert AK esetén, megvizsgáltuk a 

MS vírussal jelölt ChAT-sejtjeinek axonális arborizációját a hippokampuszban, amely 

nem különböztött 22 hónapos VT és APPNL-F egerekben. A tüskéket vagy dendriteket 

beidegező GABAA receptor γ2 alegységet tartalmazó vAChT-tal jelölt kolinerg rostokban 

nem találtunk szignifikáns változást a boutonok receptoralegység tartalmában.  
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VIII. ÖSSZEFOGLALÁS 

 Az Alzheimer-kór egy olyan neurodegeneratív rendellenesség, amely a kognitív 

képességek csökkenésével majd teljes elvesztésével járhat együtt, egyik jellemzője az agy 

különböző területein megjelenő amiloid-béta lerakódások, amelyet az APP proteolízise 

okoz. Mi ennek hatását vizsgáltuk egér modellben. APPNL-F egerekben az APP gént 

megváltoztatták, mely így két emberi familiáris AK mutációt is tartalmaz, amelyeket - az 

AK más egérmodelleivel ellentétben - endogén egér APP promóter vezérel. BF-SEM 

használatával és 3D rekonstrukció után, nem találtunk változásokat a a hippokampális 

interneuronok esetében GABAA receptor pozitivitásában és a hippocampalis 

interneuronok szomatikus és dendritikus szinapszisainak méretében APPNL-F és vad 

típusú egerek között.. Szintén nem találtunk eltéréseket a PV+ interneuronok körül 

elhelyezkedő perineuronális hálózat kifejeződésében, valamint a hippokampális PV+ 

vagy SOM+ IN-ok sűrűségben. A modellállatban kialakultak amiloid plakkok, amelyek 

körül disztrófiás neuritek jelentek meg. A többi vizsgált sejttípussal ellentétben, azonban 

a PV IN-ok csak alkalmanként és enyhén voltak disztrófiásak az Aβ plakkok körül, és az 

axon kezdeti szegmenst célzó PV+ IN-ok szinapszisai jelentősen megnövekedtek. 

Eredményeink azt sugallják, hogy a PV IN-ok nagyon ellenállóak az amiloidózissal 

szemben APPNL-F egerekben és a hippocampalis piramissejtek amiloid által kiváltott 

ingerlékenység-növekedése kompenzálható lehet a PV+ AIS-célzó sejtek által. Azokat a 

mechanizmusokat, amelyek a PV neuronokat ellenállóbbakká teszik, ki lehetne használni 

az AK kezelésében.  

Továbbá megmutattuk, hogy a hippokampusz kolinerg terminálisainak 

mindegyikén szinapszisokon keresztül történik a jelátvitel  ráadásul ezek hatékony 

GABAerg szinapszisok is egyben. Mivel ezek adják a kéreg egyik legsűrűbb és 

legjelentősebb szubkortikális beidegzését, ezért eredményeink átírták a hippokampális 

állapotok szabályozásával kapcsolatos eddigi tankönyvi adatokat és immár új modellek 

létrehozását sürgetik.  
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IX. SUMMARY 

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder that can be associated 

with decreased and then complete loss of cognitive abilities, characterized by amyloid-

beta deposits in various areas of the brain caused by proteolysis of APP. We investigated 

the effect of this in a mouse model. In APPNL-F mice, the APP gene has been altered, thus 

containing two human familial AD mutations that, unlike other mouse models of AD, are 

driven by the endogenous mouse APP promoter. Using BF-SEM and after 3D 

reconstruction, we found no changes in GABAA receptor positivity in hippocampal 

interneurons and in the size of somatic and dendritic synapses of hippocampal 

interneurons between APPNL-F and wild-type mice , and hippocampal PV + or SOM + INs 

in density. Amyloid plaques formed in the model animal, around which dystrophic 

neurites appeared. However, in contrast to the other cell types studied, PV INs were only 

occasionally and mildly dystrophic around Aβ plaques, and the synapses of PV + INs 

targeting the initial axon segment were significantly increased. Our results suggest that 

PV INs are highly resistant to amyloidosis in APPNL-F mice and that the amyloid-induced 

increase in hippocampal pyramidal cells may be compensated for by PV + AIS-targeting 

cells. The mechanisms that make PV neurons more resistant could be exploited in the 

treatment of AK. 

Furthermore, we have shown that each of the cholinergic terminals of the 

hippocampus transmits signals through synapses, and these are also efficient GABAergic 

synapses. Because they provide one of the densest and most significant subcortical 

innervations in the cortex, our results rewrote previous textbook data on the regulation of 

hippocampal conditions and now urge the creation of new models.
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