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1 Roviditések jegyzéke

ac - commissura anterior

Ac - nucleus accumbens

AcC - nucl. accumbens core

ACo —arcopallium core

AcS — nucl. accumbens shell

AD - arcopallium dorsale

ADo - dorsalis arcopallium (amyg.)

AHi - amygdalohippocampalis area

AHil — hilaris arcopallialis (amyg.) regio

Al — arcopallium intermediale

Ald —arcopallium intermediale dorsale

AM — arcopallium mediale

AMp — medialis arcopallium, pars parvocellularis
AOB - accessory olfactory bulb

APiIr - amygdalopiriform area

APL - posterolateralis arcopallium (amyg.)
APM - posteromedialis arcopallium (amyg.)
Asp — L-Aszpartét

ATn — amygdaloid taenia

AXT — axonterminalis

B - nucleus basalis of Meynert

BDA — biotinilalt dextran amin

BG — basalis ganglion

BLA — basolateralis amygdaloid nucleus
BMA — basomedialis amygdaloid nucleus
BSA — marha szérum albumin

BST vagy BNST — bed nucleus of the stria termin@iscleus interstitialis striae
terminalis)

BSTL — bed nucleus of stria terminalis, pars ldiera
ca — commissura anterior

CB - calbindin



CDL - area corticoidea dorsolateralis

CeA — centralis amygdaloid nucleus

CEA - centralis extended amygdala

CPi — cortex piriformis

CPu — nucl. caudatus/putamen

CR — calretinin

CTb — koleratoxin béta alegység

CTX — cortex

d - dendrit

D594 - Alexa Fluor® 594 konjugalt 10kDa molekulaygih dextran
DAB — diaminobenzidin

dAFP - dorsalis amydalofugalis palya
DARPP-32 - dopamine- and cAMP-regulated phospheprot
DB - nucleus of diagonal band

DLM - nucleus medialis dorsolateralis thalami
DMA - nucleus dorsomedialis anterior thalami
dors —dorsalis

ds - dendrittiiske

EA - extended amygdala

EAv - extended amygdala pars ventralis

FB - Fast Blue

Glu — L-Glutamét

Hp — hippocampus

HRP — torma peroxidaz

KHL - kulcslyukcsiga hemocianin

KTN — kdzepes tiskés neuron

LP — lateralis pallium

LSt — lateralis striatum

LV — ventriculus lateralis

m - mitokondrium

MEA — medialis extended amygdala

med — medialis



MOB — main olfactory bulb

MSN — medium spiny neuron

MSt — medialis striatum

NCL — nidopallium caudolaterale

NCVI - caudalis ventrolateralis nidopallium
NDS - normal szamar szérum

NGS — normal kecske szérum

Pir — piriform cortex (cortex piriformis)
POA — nucleus posterior amygdalopallialis
PoADb - basalis posterior arcopallium

PoAc — arcopallium, posterior nucleus, pars congact
PV — parvalbumin

S - septum

SP — subpallium

SpA - subpallialis amygdala

STR - striatum

SuN — subnidopallium

TEM — transzmissziés elektronmikroszkop
TH - tirozin hidroxilaz

TnA - nucleus taeniae amygdalae

TO — tuberculum olfactorium

tsm — tractus septomesencephalicus

TuO — tuberculum olfactorium

vaf - ventralis amygdalofugalis kéteg
VAFP — ventralis amygdalofugalis palya
VL — ventriculus lateralis

VP - ventralis pallidum

VP — ventralis pallium



2 Bevezetés

A XIX. szazad elején Karl Friedrich Burdach a temghs lebenyben leirt egy
mandula-alaka strukturat, amit ennek megtedalamygdalanak nevezett el. Korilbelil
100 évvel késbb Kluver és Bucy mar klasszikusan ismert medigmporalis lebeny
lézioi felvetették a terlet emocionalis folyamdiak nélkilozhetetlen szerepét. Kigls
a temporalis lebeny kisebb Iézidival [tobbek kozK#tmelend Weiskrantz (1956)
munkaja] kimutattak, hogy a folyamat mogo6tt, a keten belll az amygdala komplexe
all. Ezzel parhuzamosan Paul McLean bemutattamabjkus rendszer” koncepcidjat,
bevezetve a ,visceralis agy” fogalmat, és rendsdmetievonta az amygdala komplexét
(Sah és mtsai 2003; Ploog 2003; Zorrilla és Koob3Y0megkerulhetetlenll beirva azt
az emociokat feldolgozé rendszerbe. Az eltelt @dekben a limbikus rendszert és
elemeit érind kozlemények szama rendkivil nagyréttnés szerteagazé. Erre valo
tekintettel, a dolgozat bevedetrészében az eredmények megértéséhez feltétlendl
szikséges informécidkra szoritkozom, illetve a tésnatagabb kitekintést biztosito,

hivatkozott kbzleményekre utalok.

2.1 A dolgozat alapvet koncepcidja

Maga az amygdala fogalom, a kezdeti lézios kisgklaitan, a tudomanyos
koztudatban a félelmi reakciokert feéisl(averziv jelled) agyteruletként régzilt meg.
Annak ellenére, hogy a korabeli kutatok felhivtdiggelmet arra, hogy a 1ézi6 hataséara
nem feltétlendl a félelemérzet mulik el, hanem gyeelek képtelenek vagy nehezen
tudjak megbecsulni az érzelem ,szinezetét”, illedzeesemeények ,ertekét” (Zorrilla és
Koob 2013). Természetesen a Iézibk nem csak magaimplexet érintették, hanem
fontos terlleteket fosztottak meg jekéntkapcsolatuktdl, elégtelenné téve azok teljes
értéki mikodését. Ebfl kdvetkeden az amygdala kapcsolatainak vizsgalata adhat
valaszokat a korabban is megfigyelt eredményelatbén. Figyelembe véve a limbikus
rendszerbe épdil erés kapcsolatrendszert, a megértéshez Gezetezen alapvét
szerkezeti elemek megismerésén at vezet. Ennek kegylkalmasabb modszere a tavoli
filogenetikai kapcsolatban &ll6, de a kozponti idegiszeri felépitésikben hasonlo fajok
vizsgalata, illetve azokban fellelldedlapved k6z6s mechanizmusok feltérképezése. Ezt

alapul véve vizsgaltuk meg a hazitydkGallus gallus domesticis kozponti
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1. abraPatkany amygdaloid komplexe (A-D rostro-caudalsgndezés metszeteke(Sah, és mtsai 20
nyoman)

idegrendszerében talalhatd (ésdel homolog) amygdaloid és egyéb limbikus terllete

eddigiekben hianyos kapcsolati viszonyait.

A megértéshez &z06r az endls rendszerekben leirt adatokat ismertetem, majd

ennek tikrében térek at a madarakban ismert visikoay



2.2 Az amygdaloid komplex emésben

Mar a kezdeti morfolégiai elemzésekben kiderilltgyh@z amygdala heterogén
magcsoportok egyuttese. Az altalanosan amygdalglexként értelmezett teriletben,
harom 6 magcsoportot kilénitenek el efsben: basolateralis (lateralis €s basalis),
corticalis és centromedialis (centralis és mediatiagokat (Sah és mtsai (2003), 1. abra).

Egyes szekik inkdbb a funkcionalis csoportositast hangsulykzzimely az
altalanos magcsoportositassal lényegében kézésokatahordoz, azonban attél mégis
elté felosztasban foglalja egybe a magokat. E szetiatsalateralis magok egy része a
fronto-temporalis kérgi tertletekkel fenntartotipkaolatuk alapjan a fronto-temporalis
rendszerbe, a corticalis olfactoros magokat ésbiovdasolateralis komponenseketa f

szagl6 rendszerbe soroljak. Mig a centromedialigakanedialis részeit a ,kiegés¥it
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2. dbra Az amygdaloid komplex (Aeléagyi rétegekhez viszonyitott elhelyezkedése |lagokéf
nézetben, ill. (B) strukturalis és (C) funkcionafedosztasapatkanyban (Swanson és Petrovich ]
nyoman) RoviditésekAOB — accessory olfactory bul@EA - centralis extended amygdal@T X - cortex
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(accessory/vomeronasalis) szaglé, addig azok dentréagjait az autondm
(viscerolimbikus) rendszerhez soroljak (SwansoRetsovich (1998), 2. abra).

2.3 Az ’extended amygdala’ emésben

Alheid és Heimer (1988) felfigyelt arra, hogy azymuala magok kdrnyezetében
elhelyezked ventrobasalis éhgyi régiok (igy a BNST vagy BST — bed nucleushaf t
stria  terminalis) szamos k6zds pontban hasonlitan@htoarchitektarélis és
kemoarchitekturalis felépitésik k6zds pontokat bnrd Projekcios (GABAerg)
neuronjaik kdz6s hypothalamicus és agytorzsi kowgdran végédnek és disen
kapcsolodnak az amygdala tobbi részéhez. Enneléalap centromedialis amygdala
ventrobasalis éhgyi kiterjesztését javasoltak, megalkotva a (tdeztett’) 'extended
amygdala’ (EA) fogalmat (Alheid 2003; Heimer és @ilth 1991; Alheid és Heimer 1988).

Az extended amygdalat (EA) funkcionalis szemporiakjan tovabb osztottak egy
centralis és egy medialis részre. A centralis EBbak kozott a centralis amygdala
magokat és a velik folytonos BSTL-t (bed nucleuthefstria terminalis lateralis részét)
foglalja magaba. A medialis EA tobbek kdzo6tt a radiamygdala magokat, illetve a
BST medialis részét tartalmazza (Alheid 2003). Adiaks EA a nemi viselkedési
reakciokban fontos (szaglasi modalitasokat is figolmo) terllet (Pereno és mtsai 2011;
Martinez-Garcia és mtsai 2008). A centralis EA gdkben felsorolt terlleteit, a
félelemmel és szorongassal kapcsolatos viselkedésmkghatarozo teriletek kozé
soroljak (Martinez-Garcia és mtsai 2008; Walkemésai 2009). A centralis EA-hoz
tartoz6 BSTL? divizid, a ventromedialis &gy teriletébe illeszkéd nucleus
accumbensszel (Ac) folytonos. Az EA koncepcido mieg@i az Ac egy részét is a
centralis EA-hoz soroljak (Heimer és mtsai 1997&hdt a ventromedialis d&lgy
teriletén az amygdala komplékindulva egy funkcionalis rendszer, a centralis EA

rendszere huzoédik.

1 A basalis dglagyban tovabbi teriiletekkel is kiegészllt az EA lblenticularis aredk, substantia
innominata vagy ventralis pallidum bizonyos részagonban a téma szempontjabdl relevans terileteket
emlitem.

2 A bed nucleus of stria terminalis alegységeinekewtzése fajonként valtozd sgg az
irAnykiegészitéseket tekintve, pl. lateralis, mhsglianterior, posterior sth.). Gyakori réviditéseBNST,
illetve BST. Dolgozatomban ezutan a BST laterailidzibjahoz sorolhaté BSTL, illetve azokkal homoldg

tertleteksl értekezem.
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2.4 A pallialis és subpallialis amygdala fogalma

Eredetiket tekintve a basolateralis és corticaigronok a fefid6 elbagy pallialis
rétegeildl szarmaznak, és a cortexre jelldmilajdonsaggal birnak. A basolateralis
magok terlletein talalhatd projekcids sejtek a pysasejtek jellegeit viselik, amelyek
ennek megfeléen serkerit projekciokat képeznek. Az extended amygdala
(centromedialis neuronok és BST) neuronjai subgdedin fejbdo régiokbol erednek és
a striatum jellegeit viselik magukon, vagyis prajgls neuronjaik § tipusa a kdzepes
tuskés (GABAerg) neuron (medium spiny neuron) éseknmegfelélen striatalis
karakterrel rendelkeznek (Sah és mtsai 2003; MeztiBarcia és mtsai 2008). Tehat
fejlodési eredetikre utalva a fajok kodzotti 0sszehasmhian célszéraz extended
amygdalanak megfelelterileteket subpallialis amygdalanak (SpA), migaaolateralis

amygdalanak megfel&ékerileteket pallialis amygdalaként emliteni.

2.5 Limbikus striatum (nucleus accumbens)

A striatum az dlagy kozponti részében, subcorticalisan elhelyeZKaterjedt
terulet, amely a basalis ganglionak Komponense, irodalma kiilon agat képwisél
striatum neve demlostkben megfigyelhét makroszképos megjelenésélered. Bar
folytonos sejtpopulaciébdl all, éidlegesen pozicionalasi szempontok szerint doréalis
ventralis részekre osztjdk. Az disbkre jellem#en a dorsalis striatum a nucleus
caudatus és putamen komple&iééll. A ventralis striatumotdleg a caudatus ventralis
kiterjedésében talalhato sejtpopulacio alkotja. tAakim © bemeneteit a kiterjedt
(serkend) pallialis (embsokben leginkdbb corticalis) kapcsolatai adjak. érsdlis
striatumot leginkabb a motoros kérgi bemenetek ériks somatotopids elrenddés
szerint végédnek (3. abra), emiatt funkcionalisan motoros &triegként tartjak szamon.
A ventralis striatum pallialis bemenetei a limbikendszer altal dominaltak (3. abra),
ezért azt a limbikus rendszerbe kapcsoltan és figgadan ,limbikus striatumként”

emliti az irodalom. A ventralis striaturi komponense a nucleus accumbens, amelynek

3 Az utébbi években megjelénkiemelked Gsszefoglald munkak jeléigen megkonnyitik a basalis
ganglionokkal kapcsolatos irodalom részletes attéket. Ebben a pontban az altalam megfogalmazott
ismereteket Steiner és Tseng (2010) altal szewdtsés terjedelmes 0Osszefoglalé munkéra vald

hivatkozassal teszem meg.
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3. &bra A patkany striatum morfolégiai és funkcionalis fettasa, illetve bemeneteinek sé

Osszefoglalasa (Takahashi és mtsai (2008) nyoman).

kemoarchitekturalis és kapcsolati szerkezete szkéinfo régidja van (core és shell, 3.
abra).

A striatum sejtjeinek 95%-at & frojekcios GABAerg kdzepes tliskés neuronok
(KTN, illetve MSN - medium spiny neurons), 5%-baedjg interneuronok alkotjak. A
motoros részek altalanos funkciéja a bemenetek I@faviselt aktivitdsok szelekcidja,
amelyet tébbek kozoétt a dopaminerg rendszer beéwafis a basalis ganglionok
strukturalisan rendezett ,direkt” és ,indirekt” fikriondlis koreiben valdsul meg. A

célirAanyos magatartas szempontjabdl, a basalisligang (BG) dsszetett feladata, a
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kivant mozgésok kivalasztasa és a nem kivant mokgg@lasa. A limbikus striatum az
altaldnosan vett szelekciét 6sszetett modalitdsiyddala, hippocampus, prefrontalis
kéreg) bemenetei révén valdsitia meg, illetve kieteim keresztil kozvetetten
befolyasolja a motoros striatum funkcionalis korsit Funkciéja révén érvényesil a
céliranyos viselkedés, vagyis a jutalom kévénotivalt) magatartas. Ezért gyakran a

sjutalom kdzpontja’-ként tartjdk szamon.

2.6 A pallialis amygdala ventromedialis ebagyi projekcioja emlésben

A pallialis (basolateralis) amygdala jelést kimenettel rendelkezik a
ventromedialis élagy iranyaba (Zorrilla €s Koob 2013; Alheid 2008}erileteket elér
rostok két atvonalon haladnak, amelyek a stria imaiis €s ansa peduncularis
kapcsolatrendszerének részei. A basolateralis aatgigan (BLA) talalhato alterlletek
eltés mértekben érik el a ventromedialiadyi célterileteket (Ac, BSTL, centralis
amygdala), ami egy rostro-caudalis topogréfiat bemhagaban (Alheid 2003). A BLA
projekcids neuronjai serkénbemenettel védanek a célrégidkban (McDonald 1996,
1991). A BLA Aaltal szolgaltatott jelek uni- és muttodalitdstuak, ugyanis neuronjait a
feldolgozott kérgi és az alacsonyabb feldolgozgtisthalamikus bemenetek is elérik,
vagyis egyazon neuron mindkét jelet megkaphatjah (S8 mtsai 2003).
Valoszirisitheten a pallialis amygdala neuronjai feldolgozas wdkontextusuknak
megfeleb jelet tovabbitjak a ventromedialisiagyi kozpontokba, ahol ennek megfélel
hatasokat valtanak ki (4. abra). A legtobb irodahahat kiilon foglalkozik a centralis EA
terlletek és az Ac bemeneteivel.

Mint azt mar emlitettem, az Ac a striatum ventraszeként szadmos limbikus
tertlet febl kap konvergens bemeneteket (prefrontalis kérggpdtampus, amygdala),
igy limbikus-motorikus kapcsolé allomasként (Mogemses mtsai 1980), a basalis
ganglionok rendszerébe s#dlé kapcsolataival (4. abra) serkenti a jutalom elkérés
érdekében kivitelezett mozgasi mintak elinditddakognitiv (prefrontalis), targyflugy
(hippocampus) kontextusokon tul az emocionalis komeps szallitéja az amygdala

(Basar és mtsai 2010).
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4. dbraInformacié aramlas a pallialis - centralis exten@dadygdala és ventralis striatum rendsheré

(Walker és mtsai (2009) utan médositva)

A centralis EA 0Osszetév felé tovabbitott jel a félelem és a szorongas
feldolgozasaban fontos (4. abra). Mikdzben a céstaaygdala mag a fazikus félelemi
reakciok kivaltasaban érintett, addig a BSTL askéatasok, elnyujtott félelmi reakciok
(szorongas) létrejottében fontos terilet (Walkemésai 2009).

Osszegzésként a Fernando és mtsai (2013) altabgedgfazott gondolattal élek:
»-az amygdalarzi az 6romot és kertili a fajdalmat”.

Lathato tehat, hogy az emociok kontextualis feldegsaban fontos pallialis
amygdala, dis kapcsolatot tart fent a ventromedialisagjy tertleteivel, amelynek leirasa
néhany nem erté fajban is megtoértént mar (Zorrilla és Koob 201@pdarakban a
tovabbiakban targyalt okok miatt nem rendelkeztikékl6 mennyisél koherens

informacioéval.

2.7 Madér és embs idegrendszerének dsszehasonlitasa.

Bar hosszl ideig a hidkkel egyetemben ugyamt, hogy a madar é&gyban a
basalis tertletek nagysaga dominal, a kotsekrgrendszeri kutatasoknak hala mara egy
jelentbsen megvaltozott helyzettel allunk szemben (J&wvimtsai 2005). Annak ellenére,

hogy a hivatalos nevezéktan mar tébb mint 10 éwaatikalodott, a multban megjelent

14



Hyperpallium
Intercalatum .
Hyperpallium
S Densocellulare
Hyperpallium 5
Intercalatum

Hyperpallium 4
Hyperpallim 7
ol

Densocellulare
P
Interstitial—"""

Nucleus
of HA . Mesopallium
#Z Dorsale
Mesopallium
Ventrale

Nidopallium T

Lamina
Mesopallialis

'
'
Hyperpallium ,'

Apicale N

Interstitia—"7
Nucleus ,*
of HA ,

Mesopallium
Dorsale

g

Mesopallium
Ventrale

Lamina
Mesopallialis

Nidopallium
Frontale

Tractus
Thalamo-
IPaIIlaIls

Tractus
Fronto-
Arcopallialis

A10.8

“~.CDL

Lamina
Mesopallialis
Nidopallium
Caudale

Lamina
Pallio-subpallialis Lamina
Arcopallialis
Dorsalis

5. ébra Hazityuk telencephalon coronalis metszetein (A-dtnocaudalis irdnyban) feltlintetett
nevezéktan. (Kéken csikozottan a striatum, pirosétozottan az arcopallium elemei). Az abrak jolsio a
sarkaiban szerefplszamok a milliméterben mért antgrosterior tavolsagot jeldlik Kuenzel és Mas
(1988) szerint.Roviditések:Ac — nucleus accumbengD - arcopallium dorsaleAl — arcopalliun
intermediale;AM — arcopallium medialeCDL — area corticoidea dorsolateral@®i — cortex piriformis
Hp — hippocampus;MSt — medialis striatum;LSt — lateralis striatum;PoA — nucleus posterit
amygdalopallialis;TnA - nucleus taeniae amygdalda@jO — tuberculum olfactorium; (Reiner és mi
(2004) nyoméan).

adatok értelmezéséhez nélkil6zhetetlen a korabhilgtet megismerése (5. és 6. abrak).
A régi szemlélet szerint a madaragy nagy részezsddci rendszer szerint féglott.
Ezért a mai értelemben vett kéilpallialis kdpenyzonat is striatalis elemkeént ttékh

szamon. A madarak esetében d@agy kil$ kdpenyzonaja, a pallium nem réte@eitt,

mint az embs cortex, hanem magcsoportokba reddést. Ez kapcsolati szinten nagy
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6. dbra A madér agy régi (striatalis) és (j (pallialis) sgélete dsszehasonlitva huméan agy viszonyaival
(Jarvis és mtsai 2005 nyomaiid) Enekes madar és human agy &iksnturjai €s méretbeli killénbség

(b) A régi klasszikus nézet szerinti funkcionabsilietfelosztas madarban 6sszehasonlitva a maualiak
human felosztassal. (c) Modern funkcionalis pafliazemléletet tikrdznevezéktan szerinti teriiletbeos;
0sszehasonlitva a human homolég teriletekkel.

valtozasokat feltételez, de amint azt bizonyitqtéakeuronok kémiai jelatviteli rendszere
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jelentsen konzervalédott.

Az Uj elmélet a ,helyiikre tette” a pallium alattitgpallialis zondkban elhelyezked
térzsducokat, amelyek jeléist hasonlésagot mutatnak éshomolog teruletekkel. Ezek
vizsgalataval feltarhatd hasonlosagok, alapvidiegi mikodések megismerését teszi
lehetve (Jarvis és mtsai 2005; Kuenzel és mtsai 2011).

Munk&nk szempontjdbdl fontos striatalis elemek atnabasalis élagyban
fekszenek, mig az amygdala homolog arcopalliuntemtephalon caudoventralis részén

talalhato.

sz 7

Mar a XX. szazad elején felvetették anatdomiai meqgfidsok alapjan a madar
telencephalon caudoventralis teriletén taladlhatéopallium (akkori felfogas és
nevezéktan szerinti archistriatum) amygdaloid ¢gte Phillips (1964) vadkacsak
arcopallialis terlletét is ériiiézios és stimulacios kisérletei, a viselkedékiszokban
bekovetkezett valtozasok alapjan ramutattak a deréatldig feltételezett amygdaloid
természetére. Ezt koven galambban végeztek Iézids kisérleteket, amisézetenits
kapcsolati feltérképezést is magaban foglalta (ZésgeKarten 1971). Hazitydkban az
1980-as években igazoltdk az arcopallium amygddloicioit (Phillips és Youngren
1986).

Az arcopallium &ltalanos felosztasaval kapcsolatbaagosztott a kutatok
kozossége, akik kétfelekeppen kozelitik a tertléteéltalanos cito-, kemo-architektira
illetve kapcsolatai alapjan és (ii) féglési szemlélet szerint. Ez a két szemléletmod a ma
rendelkezésre allo hazityuk (csirke) agyatlaszokbamegtaldlhatd (Kuenzel és Masson
1988; Puelles és mtsai 2007). A 7. abran lathatgyha madéaragy-kutatok altal
széleskden hasznalt Kuenzel és Masson (1988) altal szetésatlasz szerint az
arcopallium: posterior (POA — nucleus posterior gdalopallialis), dorsalis (AD —
arcopallium dorsale), intermedialis (Al - arcopafi intermediale), medialis (AM —
arcopallium mediale), taenialis (TnA - nucleus faeramygdalae), illetve a 7. abra nem
prezentalt rostralisabb coronalis metszeteken haldl anterior (AA — arcopallium
anterius) tertleteldd all. A Kuenzel és Masson (1988) altal hasznalbdetast az (j

madar nomenklatira-férum megegyezésén alapul. A &AnA nevei sejtetik, hogy
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Interaural 2.32 mm

Interaural 1.64 mm

Hipana ®
TR

7. &bra Hazitydk caudalis telecephalon szintjei, bal dldaktrocaudalis sorozatban Kuenzel és
Masson (1988), illetve jobb oldali rostrocaudalirazatban Puelles és mtsai (2007) (cs
agyatlaszainak alapjan.

mely magokat tekintik amygdaloid szeréptek. A Puelles és mtsai (2007) altal
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Mammals

Anurans

B Lp Emx1, Tbr1
D VP Tbr1, Dbx-1 (mammals), Lhx9 (LA of anurans)

SP Dix1, 2, GAD67

8. abra A lateralis és ventralis pallialis, ilsubpallialis teriiletek szarmazékai kilonbdajokban a
amygdalaval feltételezetten homolég terlletekenéviorés Gonzalez (2007) szeriRtviditésekLP-

lateralis palliumP — ventralis palliumSP— subpallium;

szerkesztett atlaszban (7. abra) részletesebmtéiictalalunk. Erdekessége, hogy szinte
minden elnevezett teriiletben szerepel az amygadeéa {a kOvetkezetesség miatt a
dolgozatomban a Puelles és mtsai (2007) altalrakabtt nevezéktanban az arcopallium
jelzét hasznalom). Elkuldnitenek egy tébb részre osktixponti core egységet (ACo —
amygdala [arcopallium] core régi6), amelyet dossali (ADo — amygdala dorsalis régio),
dorsolateralisan (APir — amygdalopiriform area), stpolateralisan (APL -
posterolateralis amygdala [arcopallium]), posterdiaiessan (APM — posteromedialis
amygdala [arcopallium]) és medialisan (AHil - amggad [arcopallium] hilaris régio)
vesznek kérbe. A Kuenzel és Masson (1988) szam#i, Puelles és mtsai (2007) szerint
az amygdalohippocampalis régiénak (AHi) felel m&dkét beosztas szerinti tobbi régiot

nehéz atfedésbe hozni (talan a dorsalis terlleeégyeztethé).
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Puelles és mtsai (2007) szerint az egész arcopadliventralis pallium szarmazéka,
tehat a pallialis amygdalanak megfeleltethelgységek potencialis terillete. Egyes
munkakban a madar arcopallium terlleteinek &léjédési eredetét taglaljak (Moreno
és Gonzalez 2006, 2007). A dorsolateralis terutdtakateralis pallium szarmazékanak
tartjak. A ventralis pallium mellett pedig a subjsdis elemek jelenlétét is feltételezik az
arcopallium medialis (pl TnA) régidiban (8. abrajathatd tehat, hogy a féjési
ertelmezések is sokfk, hiszen Puelles és mtsai (2007) szerint a tenél@ tartalmaz
subpallialis elemet.

A fenti sokréti értelmezés kapcsan felmertl a kérdés, hogy astaljieopallium
amygdaloidnak tekinthéte?

2.9 A madar ventromedialis ebagy felépitése (Ac és BSTL homoldg régiok),

illetve a subpallialis amygdala homoldg teriletekraital6 adatok

Az embsokh6z hasonléan a madarak térzsduci rendszere,mlBum” alatt
helyezkedik el. A madarak striatuma az éshlen megismert dorsalis és ventralis
elhelyezkedést kissé eltér, amit jol tikroz az altalanos felds#ra hasznalt lateralis
(LSt) és medialis striatum (MSt) elnevezés (5. #yrB és 9. abra). Az MSt-re fokuszald
vizsgélatok a medialis-ventromedialis terileteilietbikus funkciokhoz kotétt szerepére
vilagitottak ra, felvetve az efdsel homoldg ventralis striatum (beleérve a nucleus
accumbens) meglétét.

Az elmult évek nagy élelépése volt, hogy szamos madarfaj ventromedialis
terlletén atértékelték az Ac és vele hataros BSAdiok elhelyezkedését (Balint és
Csillag 2007). Ebben segitett a kemoarchitekturékapcsolati, illetve fefldési
aspektusok attekintése. A tertletek immuncitokérmikillonitésének egyik szempontja
DARPP-32 szignélfehérje jelenléte az Ac és MStletéin, illetve hianyz6 vagy gyenge
jel a BSTL teriletén. Jelen allas szerint egy vgegekép van kialakuldban. Az Ac a
medialis striatum (MSt) ventromedialis terlletéksiak és az oldalkamra alsé csticskénél
elhelyezked BSTL-t kivulrsl 6vezi (9. abra). Rostrocaudalis viszonyuk azés@kéhez

hasonlé.
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9. abra Hazityuk ventromedialis &hgyi régiéjaban fellelhétAc, BSTL és MStwiszonya
(Bélint és Csillag (2007) nyomariemelt réviditésekAcC — nucl. accumbens corags
— nucl. accumbens shell; BSTL — bed nucleus ofsthia terminalis pars lateralis; LSt

lateralis striatum; MSt — medialis striatum; VP entralis pallidum;

A BSTL caudalis végénél olyan subpallialis sejtagtgk vannak, amelyek az
arcopallium medialis hataraig folyamatos zoénat képk, igy megfeleltethét a
centralis amygdala (extended amygdala) részének §tifn), vagyis a subpallialis
amygdaldnak, amit a régio genetikai markereivetaffak (Vicario és mtsai 2015).
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10. abraA subpallialis centralis extended amygdalad@gisi markerekkel bizonyithatéan csirké
is jelen van. Ceov és CeC az émtentralis amygdala magokkal homotégiletek, amelyek a BS

tertiletédl az arcopalliumig (A) hdzédnak. (Vicario €s mt€2014) nyoman)

2.10 Az arcopallium ventromedialis ebagyi bemeneteire utal6 irodalmi adatok

Hazityukban az arcopallium kapcsolatait attekipdélyakdvetési vizsgalatot Davies
és mtsai (1997) végeztek. Eredményeik alapjansatisiarcopallium mutatott bemenetet
a ventromedialis éhgy terileteire. Csillag és mtsai (1997) elektrdangzkdpos
szinten, a ventralis arcopallium iranyabdl vizsgélaz ebagyi bemeneteket. Serként
morfolégidju és L-Glu immunpozitiv véfdéseket taldltak olyan arcopallialis
végzdidésekkel egyitt, amelyek nem mutattak L-Glu immuitpatast. Munkajuk
alapjan felmertlt egy masik serk&nneurotranszmitter (L-Asp?) jelenlétének a

lehetsége.
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A felsorolt vizsgéalatok felvetik azt a kérdést, laag arcopallium mely részei és
milyen karakterrel vesznek részt a ventromedidtiagy kapcsolatrendszerében.
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3 Ceélkitiizések
» Hazityak ventromedialis 8agyi régidiba érkez,,amygdaloid” (arcopallialis) serkefhit
bemeneteinek és szinaptikus mintdzatanak leiraserogmad palyakovetés és

postembedding immunogold jeldlés alkalmazasaval.

» Az arcopallium ventromedialis d@&lgyi régidkba vetft forras-neuronjainak
(amygdaloid arcopallium) feltérképezése fluoresgeanjeldlt retrograd palyakodwet

anyagok segitségével.

» Az arcopalliumbdl a ventromedialis 6elgyba tarté axonok utvonalanak (palya)
feltérképezése 06sszehasonlitd retrograd és anderogalyakdvetéses vizsgalatok

alkalmazasaval.

> A ventromedialis élagy régioiba érkdzarcopallialis bemenetek végtesi terlletei,
az alrégiok (nucleus accumbenshez tartozd, illiterjgsztett amygdala részeit alkoto

tertletek) leirasa.

» Az arcopallium ventromedialis @&lgyi bemeneteit add neuronjainak kémiai
neuroanatomiai jellemzése: a potencialis dopamptdce neuronok DARPP-32
szignalfehérje-tartalma, illetve kalciumkdehérjék (calbindin, calretinin, parvalbumin)
expresszioja alapjan, retrograd palyakovetés és uimhisztokémia egyid@)

alkalmazasaval.
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4 Anyagok és moédszerek

4.1 Kisérleti allatok

A kisérleti allatként hasznalGallus gallus domesticusivatalos magyar neve
hazityuk Sajnos jelen esetben félreértésre ad okot, hag#ltalanos vélekedésben a
hazityuk kifejezés alatt a feltt és ivarérett toj6 egyed honosodott meg. Mivel
kisérleteinknél ivaréretlen fiatal allatokat hadtanék, ezért a tovabbiakban a hazityuk
korai életszakaszara vonatkozsirkeelnevezéssel is élek.

Allatok szama.Kisérleteinkbe bevont csirkék és patkanyok egyedeifelét
elokisérletekben hasznaltuk fel a sztereotaxias koétdk bedllitasahoz, a
palyakovetések és immunfestések optimalizalasahz.ventromedialis dlagy
elektronmikroszkopos vizsgalataihoz huszonot (ékekkor 25-40 g testtomigl-2
napos) kilénbdznent csirkét Gallus gallus domesticus, Hunnia broil&s harminckét
290-340 g testtdmeg tartomanyba® ésm albind patkanytWistar Crl-S.NET Wi Br)
vontunk be. Az arcopalliofugalis palya pontosabltéf&épezése kapcsan végzett
vizsgélatainkhoz tovabbi harminc csirkére volt sagink. A csirkék a Babolna
céghalozat keltétbsl, mig a Wistar patkanyok a Semmelweis Egyetem Katp
Allathazanak a tenyészet@#lszarmaztak. Az allatokat megérkezésiik utan alkie&
végeig 12 oras sotét/vilagos ciklust biztosito isélgekben tartottuk, szikségleteiknek
megfeleb taplalas és folyadékbiztositas mellett.

Kisérleteinket, beleértve a sztereotaxidgéateket és transzkardidlis perfaziokat, a
Semmelweis Egyetem Allatvédelmi Szabalyzatavaktié A kisérleti és egyéb
tudomanyos ceélokra felhasznéalt gerinces allatok elrédwl” sz0l6 Eurdpai
Egyezménnyel (Protocols: ETS No. 170, ETS No0.123) dsszhangban, a
22.1/3453/003/2009 és a XIV-1-001/2269-4/2012 tmfgzam(allatkisérleti engedélyek
birtokaban vegeztik.

Az éallatok életkora és testtomedekisérlet ideje alatt a csirkék esetében testpm
gyarapodasuk 100 g-ot meghaladé volt és nagy dzdndtsitott. Ezért paraméterként a
csirke agyatlaszokban (Id. (Kuenzel és Masson 188&]les és mtsai 2007) rogzitett
(hetes felbontasu) életkort hasznaltuk. A csirkgdtya niitétek az 1 hetes életkor végeén
torténtek. A meghatarozott tulélésbid mitét soran beadott anyagoktdl fidgm 2-7 nap

volt, ami igy a 2-ik élethetlk elejére, illetve kg esett. Patkdny koponyditdéteknél
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Paxinos és Watson (2005) &ltal javasolt 300 g kdesttomeg érték (mint rogzitett
paraméter) jelentette az idealis sztereotaxiap@tita. A patkanyok életkorat illétn, az

egyedek ezt a testtomeget kb. a hatodik élethetiiéoek el. A perfuzié pedig — a
csirkékhez hasonloan - aiitgt soran beadott anyag tulajdonsagaitol figgg2-7 napos

tulélést koveten tortént meg.

4.2 Miitétek altalanos leirdsa

Altatas. A mutéti altatast intramuszkularisan adott ketamin @azin keverékeével
vegeztuk. Csirkék esetén 34-50 mg/ttkg ketamin &smMg/ttkg xylazin, patkanyok
esetében 50-60 mg/ttkg ketamin és 10-15 mg/ttkgaziyl adagokat hasznaltunk. A
csirkéket a riitétek alatt, allandédmérsékletet biztosit®0-41°C tartomanyban allitott)
Supertech meleditpadon tartottuk.

Sztereotaxias beadasiitétek folyamata.A célzott koponya ritéteket Kopf
sztereotaxias készllékben végeztik. A készulékhepf Knikroinjekciés egységet
csatlakoztattunk és az egységbe 1 ul dssztérf@@dili pl beosztasu, egyenéséggel
és 0,45 mm kutstiatmetvel rendelked) Hamilton fecskendt illesztettiink. Az allatok
koponydajat harom ponton rogzitettik: a két halkijaal €s a fetsallkapocsnal (kavanal).
A felsé allkapocs rogzét (csirbefogdt) csirkék esetében 5,0 illetve 10,0 mme-rel,
patkanyok esetében 3,5 mme-rel a nulla pozicioldlgesztettiik. Az allatok fejtétboréen
(elokészités és faftlenités végeztével) mediansagittalis metszédtigjie €s megfelél
feltaras mellett, lathatova tettiik a sagittaliscésonalis varratokat, illetve a bregma
terlletére &% kereszte@désiket. Ezt a pontot hasznaltuk az antero-post¢A®)
koordinaték kiinduld pontjaként. 1 hetes csirképedig a bregma tertiletén még meglév
kutacs kdzéppontja szolgalt kiindulasi pontkénferencia pontként egy itt talalhatéd
ergombolyag is hasznalhatd). A medio-lateralis (Miujla pontként (k6zépvonal) a
sagittalis varrat vagy fiatal csirkékben a véredt és igy lathatd sinus sagittalis superior
szolgélt. A megfelédl AP és ML koordinatakkal megallapitott behatolasntmal a
koponyacsontot atfurtuk kb. 1-2 mm atdjér nyilds kialakitdsaval a dura mater
felszinéig. Ezutan bedllitottuk a dorso-ventrdD¥/) irany nulla pontjat a duralis felszin
szintjében, majd steril injekcidsinteggyel két egymast keresziemetszest ejtettlink
rajta. A Hamilton hegyét ezutan a megféleentralis koordinata szintje ala vittik 0,01
mm-rel, majd visszahuztuk a pontos magassagbaakkalvernat képezve a beadandoé
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anyag szamara. Az anyagokat 0,04-0,2 pl kozéfagétban, egyenletes sebességgel 5-
15 perc alatt adtuk be (csdkkentve a szurcsatoisszatolbdését). A Hamilton
fecskendt az anyagok beadasanak befejezését kdM@tl5-ik percben tavolitottuk el.
A koponyacsont nyilasat Gelasponnal tomitettlk, dmejfejldr széleit varratokkal
Osszeillesztettiik. Csirkék esetében a sebragaaatékony fejlér miatt célravezébb

volt.

4.3 Koordinatak beallitasa

A kisérleteinkben megcélzott agyteriletek refer@nkbordinatait az altalunk
alkalmazott keretek kozott proba-beadasok végrébenjal pontositottuk. A préba-
mutétek soran a célzott terliletekbe metilénkéket rddtbe. Az allatokat ezutén
kozvetlendl transzkardialisan perfundaltuk. A feisgixalt agyakat azonnali metszéssel
elemeztik a beadasok modositasa végett.

A referencia koordinatdkat a rendelkezésre alldkeseés patkany agyatlaszok
felhasznalasaval nyertik. Csirke agy esetében KaliészMasson (1988j)letve Puelles
eés mtsai (2007) Osszedllithsaban. Patkany agybesetBaxinos és Watson (2005)
munkajabol. Patkanyok esetében, a koponya alakjéeakb szérasa és a i@kllkapocs
kovetkezetes rogzitése miatt, a referencia kootélin@ valosagot jol kozelitették.
Csirkék esetében, viszont, eltéréseket tapaszkaltinfeltart okok mogott az atlasz
készitésénél hasznalt sztereotaxias készilékeks ditgallitasi paraméterei (pl. fej
dolésszdge), a fajtardl(innia broiler) jellemz gyors névekedés kovetkeztében kialakult
koponyaméret-valtozasok, illetve a&dsefogo (fogak hianyaban) helyzeti pontatlansaga.
Az eltérések miatt a metszetek atlaszok szerimgirarposterior pozicionalasat regionalis
elemzés alapjan végeztik.

Az éllatok kisebb csoportban érkeztek. Minden csbpeetében a kisérleti anyag
beadasat beallito iiteét ebzte meg. A probaitétek altal jelertisen csokkenthétvolt a
késibbi sikertelen kisérletek aranya és ezaltal a $zlhalt allatok szama.

4.4 Pélyakoveb anyagok (tracerek) beadasa

Anterograd palyakovetd8DA és HRP)Csirkékben az unilateralisan célzott tertlet
a dorsalis arcopallium [ADo Puelles és mtsai (20@M)l Kuenzel és Masson (1988)
szerint] volt. Meghatérozott koordinatai &dsefogd 5,0 mm-es silyesztett pozicidjaban:
6,2 mm a kodzépvonaltdl, 1,7 mm rostralisan a bregind,2 mm ventralisan a dura
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szintjétl. A terlletbemasodlagos jelolést leliee tevh és anterograd palyakdvetést
biztositd, 10 kDa molekulatom&diotinilalt dextran amint (BDA; Molecular Probes,
Eugene, OR) injektaltunk (O,il térfogatban, 10% koncentracioban, steril destill
vizben oldva). Patkanyokban az unilateralisan ¢Ekmoilet a basolateralis amygdala
[BLA Paxinos és Watson (2005)] volt. Meghataroatordinatai a fel$ allkapocs 3,5
mme-es slllyesztett helyzetében: 2,0-3,0 mm a br&gm$6-5,0 mm a kézépvonaltdl,
7,8 mm a dura felszin@t A patkanyokat két csoportra osztottuk palyakévahyag
szerint. Az egyik csoport a csirkékhez hasonloaBRapott (0,2ul térfogatban, 10%
koncentracidban, steril desztillalt vizben oldvamasik csoport tormaperoxidazt (HRP
- horseradish peroxidase; Sigma) kapott @[3 térfogatban. A HRP-t 30%-0s
toménységben oldottuk. Olddszerként dimetil-szufg®©MSO, Sigma) 10%-os steril
desztillalt vizes oldatat hasznaltuk. A DMSO alkaltdsa a HRP sejtekbe todén
felvételét segtt tulajdonsdgai miatt tortént (Bolam 1992). Megjegyd, hogy a HRP
gyenge anterograd axondlis transzportjat kihasznak$galat irodalmi ritkasag.
Retrograd axonalis transzportja szimpla palyak®ieggempontbdl joval éhyosebb.
Hagyomanyosan ezért is tekintenek ra retrogracitként. Azonban tiszta enzimként a
vezikularis transzport sordn homogén eloszlast mellantétben mas tracerek biotinilalt
csoportjaihoz kapcsolt allapottal. Etikdvetkedien enzimhisztokémiai reakciok soran
homogénebb elektrondenz csapadék képézhert a tulajdonsdgot immunogold
technikaval kombinalva &hyos detektalasi feltételek biztosithatok (Id. emédyek
fejezetben), az anterogradan jel6lt rostok szamasakkenése mellett is.

Fluoreszcens retrograd palyakovetés csirkédenélzott tertiletek jobb és bal oldali
szimmetrikus jelenléte miatt, kisérleteinket mind&dagyi féltekét érirtien elvégeztik.
Allatonként unilateralisan, keéf$ vagy szimpla beadasok torténtek. Két kulowhoz
kozvetlendl fluoreszcensen jelolt retrograd palye®anyagot, Alexa Fluor® 488 (vagy
594) konjugalt koleratoxin béta alegységet (CWilecular Probes, Eugene, OR; 1%,
PBS-ben oldva)illetve Fast Blue-t(FB; Polysciences, Warrington, PA; 5 %, steril
desztillalt vizben oldva)njektaltunk a ventromedialis éhgy terlleteibe (BSTL-Ac-
MSt). A tracereket 0,04 ul-es térfogatokban alkaiula. A kettis beadasok soran a CTh-
t injektéltuk el$ lépésben a BSTL-Ac régidiba. A terllet altalunk gmetéarozott
koordinatai (axsrbefogd 10,0 mm-es slllyesztett pozicidja mellettpvetkedk voltak:
4,30-4,40 mm rostralisan a bregmatol, 0,79-0,82 ankdzépvonaltdl, 5,57-6,07 mm a

28



dura felszine alatt. HUsz perc elteltével, masbifiesben kdvetkezett a FB beadasa 0,5
mm-rel lateralisabb teriletbe (medialis striaturivSt tertiletére) az ét6 koordinaték
AP és DV iranyu értékeinek mégésevel. Az eltéranyagokat két kilonbézHamilton
fecskendvel adtuk be. A szimpla CTb beadasokat a BSTL-A®rdéimataknak
megfeleben végeztik.

Fluoreszcens anterogrdd palyakovetéGsirkékben anterogrdd palyakovetést
biztositd Alexa Fluor® 594 konjugalt 10 kDa moleksililyd dextrant (D594olecular
Probes, Eugene, OR0% koncentracioban, steril desztillalt vizben aldwjektaltunk
az arcopallium dorsolateralis (APir), dorsalis (AD&s hilaris (AHIl) terileteibe. A
terlletek meghatarozott koordinatai ¢gsrbefogé 10,0 mm-es siillyesztett pozicidja
mellett) a kovetkedk voltak: APir 1,50 mm rostralisan a bregmatol, 46,/Aim a
kézépvonaltol, 3,55 mm a dura felszine alatt; ADEOImm rostralisan a bregmatal, 5,50
mm a kdzépvonaltdl, 5,00 mm a dura felszine adadti] 1,50 mm rostralisan a bregmatol,

4,60 mm a kézépvonaltol, 6,00 mm a dura felsziat.al

45 Perfluzié és metszés

BDA és HRP palyakodvetés kisérleti allatainak pedjaz BDA beadast kévéen
csirkéknél 10 napos, patkanyoknél BDA esetébent@&hdletve HRP esetében 48 6ras
tulélés utan mély altatdsban (altatdé adagokat ldniigétek résznél) transzkardialis
perfuziot végeztiink. Allatonkéntdaszor 100 ml fizioldgias sooldattal (0,9% NacCl), ezt
koveten pedig 500 ml fixalo oldattal [4% formaldehid5,% glutaraldehid és 0,1 M
foszfat puffer (PB), pH 7,4]. A koponyabdl tortégitavolitdsuk utan, az agyakat egy
éjszakan at 4°C-on postfixaltuk (4% formaldehid, &, PB, pH 7,4). Ezt kbvéen Leica
vibratdém készulékkel (0,1 M PB oldatban kezelveu#®vastag coronalis metszeteket
készitettuk.

Fluoreszcens traceres palyakovetések kisérletitaatiak perfuzioja.Retrograd
palyakovetésnél 4 napos, anterograd palyakdvetésmelpos tulélést kouwetn mély
altatasban (altatdé adagokat Id. dtétek résznél) transzkardidlis perfaziét végeztink.
Allatonként ebszor 50 ml fiziologias sooldat (0,9% NaCl), ezt &fen pedig 250-300
ml fixalé oldat [4% formaldehid és 0,1 M PB, pH J7 Hasznalataval. Az agyakat
koponyabol tortént eltdvolitAsuk utan egy éjszaldn4°C-on postfixaltuk (4%
formaldehid, 0,1 M PB, pH 7,4). Ezi@-on 2 napos (krioprotektans) 30% szachar6z (pH
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7,4 PB-ben oldva) kezelés kovette. Ezutan Leicaydsgtd mikrotommal 7Qum
vastagsagu coronalis sorozat metszeteket késnitetdz igy készilt metszeteket a

kovetke lépésig 4C-on 0,1% natrium azid tartalmi PB oldatban takoltu

4.6 Metszetek feldolgozasa, immunhisztokémia

BDA és HRP tracerek éhivadsa.A glutaraldehidfixalt metszeteket krioprotekciés
kezelésnek vetettik ald (10%, 20%, 30% pufferedckardz oldatok felszallo soraval
kezelve). A szbveti penetracio 6skgitése végett a metszeteken gyorsfagyasztast
végeztunk (folyékony nitrogénnel). Ezt és a tovaléipéseket a megfetelpufferrel
tortérs mosasi Iépés kovette. A BDA tartalmi metszetekePHkonjugalt avidin-biotin
komplex (ABC, Vectastain PK-4000, Vector Laboratsri Burlingame, CA, USA)
1:100-as higitasu oldataval kezeltik. Az ABC kezdttracerként HRP-t tartalmazé
metszeteken (FM és TEM vizsgalatot is Iéhét téwv kromogén és elektrondenz
csapadékot add) HRP enzimreakcionak vetettik alaubsxtratként a 33
diaminobenzidin tetrahidroklorid pufferelt oldai@AB, 60 mg /100 ml 0,05 M Tris-
HCI, pH 8,0) hasznaltunk. A reakciot 1%®} oldattal aktivaltuk és fénymikroszkop alatt
ellendriztik a festdés ebrehaladtat, majd az optimalis intenzitas elérésekusasi
|épéssekkel (1x pH 8,0 Tris, 3x pH 7,4 PB) leéttiik.

A fénymikroszk6pos (FM)izsgalatra szant metszeteket zselatinnal bevont
targylemezre vettik fel. A megszaradt metszeteKathalos dehidratélo és xilolos
kezelést kovéien fedlemezzel boritottuk, DePeX (Fluka/Sigma-Aldrichgigheim,
Germany) fedanyagot hasznalva. Néhany metszet esetében kiggdéissl festést
végeztiunk.

A transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM3galatra kivalasztott metszetékb
a késbbi tajékozédast étegiben trapéz alakzatban kivagtuk a ventralis
striatumot/nucleus accumbenst tartalmazo6 régiékatgy kivett mintakat 45 percig 1%-
os OsQ pufferelt oldatdban inkubéltuk (0,1 PB, pH 7,4piiolos dehidrataciot (felszalld
alkohol sor) és propilén-oxid kezelést kdat a mintdkat Durcupaniigyantaba (Fluka)
agyaztuk. Reichert ultramikrotdmmal ultravékony -@D nm vastagsagu) metszeteket
készitettlink, amelyeket Formvar-hordozéhartyaseiikkcsra (grid) vettink fel.

Postembedding EM immuncitokémiehany allat mintajaban (5 db csirke és 4 db
patkany) az elektronmikroszkopos minta@szités folyamatat L-Glutamat (anti-Glu)
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vagy L-Aszpartat (anti-Asp) ellenes immunfestéssgbszitettiik ki. A festési eljarast
Somogyi és Hodgson (1985) altal kidolgozott kolédislarany mddszer szerint végeztik.
Az inkubéacidkat a metszeteket tartalmazoé gridekfelelty oldatokbdl képzett cseppeken
tortérd elhelyezésével végeztik. A metszeteket 6 percigpdperjddsavas kezelésnek
tettiik ki, amit 7 perces 1%-0s natrium-metaperjaeatléssel folytattunk (beadgyazo szer
kimaratdsa és epitop feltaras céljabol). A nemifigas immunreaktivitas gatlasa végett
a mintakat 30 percig (szob&hérsékleten) 1% ovalbumint tartalmaz6 PBS (phosphat
buffered saline) oldattal kezeltik. A blokkolast vken a metszeteket
szobaldmérsékleten 2 6ran at Asp (poliklonalis nyudl; Sigrh& 000 higitasban) vagy
Glu (monoklondlis egér; Swant; 1:1500 higitasbdiepes primer ellenanyagokat és 1%
normal kecske szérumot (NGS) tartalmaz6é PBS oldetkaibaltuk. Mosasi leépéseket
koveten 20 perces, szob@hérsékleten végzett kolloidalis aranyszemcsévejuigait
szekunder ellenanyaggal toréékezelés kdvetkezett. Az egér antitestek ellen édrm
kecske IgG-k 10 nm (British Biocell; 1:20 higitashaa nyul antitestek ellen termelt
kecske IgG-k 15 nm (British Biocell; 1:25 higitasbanagysagu kolloidalis
aranyszemcsevel voltak konjugalva. A szekundematigagokat 1% BSA-t (marha
szérum albumin) és 0,5% Tween-20-t tartalmazé H@-pufferben (0,05 M, pH 7,4)
oldottuk. A szekunder inkubéalast kogeh a metszeteket bidesztillalt vizben haromszor
atmostuk, majd uranil acetat és 6lom citrat oldataitokontrasztoztuk.

Fluoreszcens tracereket tartalmazd metszetekgtik sorozatatPB-ben tortéé
mosas utan, bidesztillalt viégb zselatinnal bevont targylemezekre huztuk. Révid
szaradasi id elteltével a metszeteket fddmezzel boritottuk glicerin-PBS 1:1 aranyu
keverékét vagy Surgipath Micromount (Leica Biosgstglefedszert hasznalva.

Tobbszords fluoreszcens jeldléssletében a tarolt metszeteket PB oldattal tobbszor
atmostuk, majd 5% normal szamar szérumot (NDS;stagkés 0,3% Triton X-100-t
(Sigma) tartalmaz6 PB oldatban szotraiérsékleten 2 éran at blokkoltunk. Ezt kdeat
a metszeteket 72 6ran aicron elgdleges ellenanyagokkal inkubaltuk (Hemmings Jr és
mtsai 1987; Yamamoto és mtsai 2012; Tomassy és 2044; Thomsen és mtsai 2010)
(Id. 1. tablazat), amelyeket 0,1% NDS és 0,3% mri3¢¢100 tartalmd PB oldatban
higitottunk. Tébbsz6rés PB-ben torsémosast kovéen, a metszeteket 24 6ran aC4
on faj-specifikus, szamarban termelt, (karbociar@y vagy Cy5 jelzett szekunder

antitestek (Jackson) 1:500 higitasu oldataban iH&paltuk. A metszeteket zselatinnal

31



bevont targylemezre huztuk, majd tUvegdledhezzel fedtik le Surgipath Micromount
lefeddszert hasznalva.

1. tAblazatA t6bbsz6rds immunfluoreszcens jelélésnél hasaratkerek

Marker Forras Donor faj Higitas Referencia

Hemmings Jr és mtsalj,

DARPP-32 H.C. Hemmings | Egér, mR 12000 1987

o i ) Yamamoto és mtsaj,
Calbindin D28k | Synaptic System Tengerimalac, gk | 1:1000

2012
Calretinin Synaptic System| Tengerimalac, gk | 1:1000 | Tomassy és mtsai, 2014
Parvalbumin Sigma Egér, mR 1:2000 | Thomsen és mtsai, 2010

amonoklonalis antitesfpoliklonalis antitest

4.7 Képalkotas és képfeldolgozas

Fénymikroszkopos és epifluoreszcké@geinket digitalis kamera rendszerrel ellatott
Olympus BX-51 epifluoreszcens mikroszkép 1,25x, 48x, 20x és 40x nagyitasu
targylencséivel készitettiik. A felvételeket Vievdar Lite és Studio Lite programok
segitsegeével, tiff formatumban rogzitettik.

Az egyszeli epifluoreszcens felvételeken tal, az arcopalliafigg palya
rostrocaudalis lefutdsanak bemutatasara (egy lextdt minta esetében), a beadas altal
érintett telencephalon teljes basalis terlleté&diefkozepes nagyitasu (rostokat mar jol
prezentald) mozaikfelvétel csomagot készitettiink. féiteke minden harmadik
(sorozatban djjtott, 70 um vastagsagu) metszétéeszilt mozaikfelvétel-csomag. A
mozaikokat IrfanView szamitogépes képkézalogram 'Panorama’ opciojavaléskzor
sorokba rendeztiik (egyesitettiik), majd a sorolgl@gesen dsszeillesztettilk. Rostro-
caudalisan igy 25 db metszet feldolgozasara keoiilt

A tbbbszo6ros fluoreszcens jelet tartalmazé metszet@eiss 780LSM tipusu
lézerkonfokalis pasztazo mikroszkop képfeldolgeadszerévalizsgaltuk. A képek 10x,
20x, vagy 63x nagyitasu targylencse hasznélatagakiktek. A mikroszkép ZEN
szoftverének szamos letiségei kdzott, lehévé valt az agyszeletek terlleti attekintést
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attekinty képei 10x nagyitasu targylencse alatt, a ZEN @umgtauto-tile-and-stitch’
funkcidjaval késziltek. A legnagyobb felbontasuvéetleinket minimalis optikai
szeletvastagsag rogzitése (0,7-0,9um) mellett tetddd. A fluoreszcens festékek
emissziods spektrumain belul a kdvetkeartomanyokbol detektaltunk: Alexa Fluor 488
(490-550 nm), Cy2 (505-530 nm), Alexa Fluor 5940%3.0 nm), és Cy5 (650-720 nm).

Elektronmikroszkopos felvételeinkigitalis kameraval és szoftverrel ellatott JEOL
100S elektronmikroszkop segitségével keészitettlkelygeket tiff formatumban
rogzitettik.

A kilonboz moédszerekkel készilt, végll tiff formatumban kdda@peket Adobe
Photoshop képszerkeézirogrammal dolgoztuk fel.

4.8 Kontroll vizsgalatok és mérések

A postembedding immunjelolésdkidleges és masodlagos antitestjeinek specifikus
kotodéseét tobb elleirz6 |épés igazolta [i-iv]. Leirasomban ezt kilon sheéen
hangsulyozni, hiszen az L-Aszpartat (L-Asp) és w@nat (L-Glu) aminosavak kis
endogén (metabolikus folyamatokban és fehérjék taédtemeiként is résztvéy
molekulak, amelyek szerkezetiftbadodoan epitopként szinte jelentéktelen eltérést
mutatnak. Azonban az antitest gyartoi (Sigma ésnfwisszetett eljarasaiban ennek a
kilénbségnek a kihangsulyozasara lékég nyilt.

[i] A monoklondlis anti-L-Glutamét antitestet glutiéiehid-kapcsolt L-Glutamét-
BSA konjugatum ellen termelték. A gyarté (Swant)laglu-BSA konjugatumokhoz
erosen kobddo é€s az Asp-BSA-ra jelentéktelen &dést mutatd antitesteket, @ket
termeb klonok (hibridoma sejtek) szelekcidjaval értefepoliklonalis anti-L-Aszpartét
antiszérumot nyalban termelték, tisztitott L-AspkdsH (keyhole limpet hemocyanin =
kulcslyukcsiga hemocianin) konjugalasaval. A gydeiéasabol kilon kiemeletddhogy

az antitest L-Glu és BSA ellen nem mutatott immaktivitast.
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11 &bra Transzmissziés elektronmikroszképos felvételek (A-Bcsirke és (C-D) patkany nuteus

accumbens core régiojabol, postembedding immunogolfestést kdveben. Csirke (A-B) nucleu:
készilt metszetpar felvételei. L-Aszpartat Akp) ellenes elidleges (A) immunfestést kowver
csapadékot tartalmazd axontagulatban, illetve egyinanetrikus szinapszisfekete nyilhegygk
axontermindlisabarcsillag) és kérnyezeti ultrastruktaraban (pl. mitokondrian) aranyszemcg&5 nm
halmozodas figyelhét meg (ehér nyilhegyek Az elsidleges immunjelélés nélkili (kontroll,
metszetparon, immunogold festést kibest az edzéekben pozitiv axonterminalifekete nyilhegyghen
mutat jeldlést, hasonléan a csapadék tartalm( agofdathoz. Patkany mintdkon (C-D) azAkg
immunjel6lést koveét immunogold festés (C) jeleid szemcsehalmozodagtKete nyilhegyghknutatott
szoveti strukturak folott, kiemelten a vezikulahfit (csillagok és mitokondriumokr() esetében. £
elsbdleges jeldlés hianyaban (kontroll, D) az aranyszemsgékna a szévetek folétt elhanyagolhato sz
(fekete nyilhegyeglcsokkent. Kiemeleni hogy a mitokondriumokn() fol6tt teljes mértékben hianyoz

az aranyszemcseékeépték:1 um.

[ii] Laborunk korabbi munkai soran, mindkét antitestmmatkozéan (Adam és
Csillag 2006) megtortént a kontroll immunspecifisitvizsgélat, amelyben a proba
»Szendvics minta” az &ltalunk is alkalmazott fixgléeallitasokkal készilt [Ottersen és

mtsai (1992) altal kidolgozott modszer szerint].
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[iii] A szekunder antitestek feldolgozott mintainkra natkozé koddeési
tulajdonsagait kulén megvizsgaltuk. Kontroll metsken a postembedding
immunfestésnél leirt eljarast végeztik el, azonhaprimer antiszérumokat NGS-el
(normal kecske szérum) helyettesitettik. Az eredmi@k igazoltak Kkisérleti
korilményeink kozott a szekunder antitestek spadfikotdését (11. abra). Kulon
igazoltuk annak tényét, hogy a kisérleteinkben masXolloidalis aranyszemcsék nem
kotodnek a tracer azonositasahoz hasznalt DAB csapadéklyy esetleges alpozitiv
eredményt okozva (1. abra, A-B).

[iv] Az L-Asp és L-Glu immunjelolések kémiai Kitési szempontjain tul, az
aminosavak ultrastrukturalis elemekben mutatottaldiitos halmozodasa tovabbi
modszertani megoldasokat igényelt. Az L-Asp és U-@holekulak idegszdvetben
nemcsak neurotranszmitterként lokalizalodo halmazida az altalanos metabolizmus
szempontjabdl is fontos Iépésekben vesznek réskét Aalmaz kdzott pedig szamtalan
atmeneti allomas létezik. Ennek kdvetkeztében amunjeldlések a teljes szdvet felett
fellelhe®k (Id. 11. abra). Azonban az atlagos teriileti dimsa tekintettel egyes teriletek
halmozodast mutatnak, ami az allatonként vett rkistatisztikai elemzése nélkil nem
értelmezhet. Ezt figyelembe véve, minden vizsgalt allatbdlrazazd mintan statisztikai
vizsgélatot végeztink az L-Asp és L-Glu eloszladi@téen. Mintdnként 10 db
véletlenszdren kivalasztott terilest (270 — 600 um?) digitdlis TEM felvételeket
készitettink. A felvételekih képszerkesst program segitségével 3 szoveti elemet
emeltink ki: mitokondriumokat (beleértve az axonokokondriumait is), axonalis
profilokat  (szinaptikus  vezikuldkat tartalmazé  awégzidéseket vagy
megvastagodasokat, a szinaptikus ¥égs azonosithatosagatol fiiggetlendl), illetve a
“maradvany terlleteket”. A ,maradvany teriletekbenaradtak a dendritek, glialis
elemek és a neuropil tovabbi nem azonosithatd eélezenban nem tartoztak ide a
hajszélerek, illetve a sejttestek. A harom egyskgnegfeleben kiemelt teriileteket az
eredeti képekkel azonos mérdiomogén hattérre illesztettik. Ezaltal Iéivét valt a
terlletek nagysaganak kivonatolt mérése a NIH Idhagglt forrasu szoftverével. A
terlletek nagysaganak meghatarozasa utan, a sZerszaénanak meghatarozasat
végeztik el. A nagyobb szemcsék esetében (15 rmipaged programban beallithato
kiiszobszintekkel lehé¢é valt a szemcsék automatizalt azonositasa, arniths

korrekcioval egészitettiink ki. A kisebb szemcsékratee (10 nm) az automatizalt
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detektalast nem tette lelig€, ezért a szamolast manualisan végeztik el. #szksokat
egységnyi terlletre ésszemcseszamban hataroztuk meg. A szdvetet neaintarto,
vagyis ures teriletek (Durcupan) felett (pl. enekénében) észlelt szemcsék egyséegnyi
terlletre e§ szamat ,valddi hattérértekként” definialtuk. A sresék teriletek folotti
szama normal eloszlast mutatott. Ennek medfetela szoveti elemek folotti szemcse
eloszlastparos t-probabanhasonlitottuk 6ssze a “maradvany teruletekévélétvie
egymintas t-prébabaminden értéket a ,valodi hattérérték” fliiggvényébesgaltunk
meg. A szemcsék eloszlasanak mennyiségi értékeia gsros 0sszehasonlitasok
eredményeit a 2. tdblazatban foglaltuk Ossze. Aataltbdl kiolvashatd, hogy a
mitokondriumok és az axonalis teriletek folotti rmpsefiriség meghaladta a
.maradvany tertletek” folotti értékeket.

2. tablazatKolloidalis aranyszemcsék eloszlasanak mennyidégiztse

Mintak Mitokondriumok
szarmazasa terilete Axonok tertilete | Maradvany tertilet Hattér
[szemcsék szemcse/pm? szemcse/pm? szemcse/pm?
: . szemcse/pm?
jelentése]
Patkany [Asp] 13.63+1.20%*** 10.7840.78*** 6.10+0.30 0.37
Patkany [Glu] 4.69+0.89* 2.62+0.46 (NS) 1.95+0.24 0.55
Csirke [Asp] 27.60+2.12%** 20.34+2.30* 12.36+0.59 1.84
Csirke [Glu] 3.61+0.74** 2.44+0.44** 1.63+0.30 0.55

Az adatok atlag+S.E.M. formaban vannak kifejezvel@ nem atfedl TEM mez, amely postembedding
immunijelélt L-Aszpartatra és L-Glutamatra). A asijbk a szignifikans kilénbségeket jeldlik a maragva
teriiletekhez viszonyitva (paros t-préba *p<0.01p<0.005; ***p<0.001; NS: nem szignifikdns p=0.22).
A szemcsék szama minden széveti elem folott szlgmban kilonbdzott a hattér ért@ktegymintas t-
proba: t>3.57; df=9; p<0.01).

értékeibl 99%-0s

megbizhatésagi tartomany (konfidencia-intervallufelsé hatarértékét hasznaltuk a

A ,maradvany terlletek” szemcsg8séqi becslilt,
rostok Asp és Glu pozitivitasanak mércejekent. dyzlkdapott értek ala ésimmunogold
pozitiv' rostokat negativ, mig folé @eseteket pozitivnak tekintettiik, a jelzett seréent

neurotraszmitterek vonatkozasaban.
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5 Eredmények

5.1 Az arcopallium medialis striatumra vetilé neuronjainak serkents jellege.

Célkitizéseink el§ pontja szerint az ew$ agyban mar jol ismert amygdalo-
accumbicus axonpalyanak megfeleltethetmadaragyi kapcsolatokat vizsgaltuk.
Tekintettel az enls agyban feltart adatokgégére - a [épések modszertani mésjegsét

célozva és parhuzamos 6sszehasonlitast biztositeatesnak tartottuk egy kontroll

PR o £ 2 o teSe & W A
I 3 > | | -5 A ~
| ~AcC VL s 1
-tsr'nv : %
~ |AcC
CPu | BSTL  wmst

AcC

ca

12. abra Patkany (A) és csirke (B) agyanak rostralis szintjeibsl készilt coronalis metszete
fénymikroszképos felvételei, HRP (A) és BDA (B) beatast kbvethen. Az abrak(A-B) alsé részeibe
illesztett atlasz rajzokon a péalyakt&ednyagok beadési helyét és atlagos kiterjedésaiirKen jelo
teruleteka BLA és ADo teriiletén) szemléltetjild-B8) Jobb fel§ fehér keretekbea coronalis metszet
rostok fiyilhegyek Patkany A) esetében Nissl fellilfestés is tortént, mig akesfB) anyagaban egyec
a tracer azonositdshoz sziukséges enzimhisztokéralaio csapadéka van jelen.

Roviditése: AcC— nucl. accumbens corAgS— nucl. accumbens sheBMA — basomedialiamygdaloi
nucleus;BLA — basolateralis amygdaloid nucleas;— commissura anterioGeA— centralisamygdaloi
nucleus;CPu— nucl. caudatus/putameir — piriform cortex;VL — ventriculus lateralishDo — dorsalks
arcopallium;ACo—arcopallium coreBSTL- bed nucleus of stria terminalis, pars laterdliSt— medialis
striatum; NCL — nidopallium caudolateraleraf — ventralis amygdalofugalis tractusTn — amygdaloit

taeniajtsm— tractus septomesencephalidigpték 0,5 mm vagy 0,1 mm (beillesztett képek esetében).
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emiésfaj bevonésat kisérletiinkbe. A bevezetésben istedrirodalmi adatok alapjan
(Wistar) patkanyok basolateralis amygdala (BLA) jabg, illetve csirkék feltételezett
»-amygdaloid” arcopallium részébe (dorsalis arcapail — ADo) kbzvetett detektalast
biztositd palyakdvétanyagot (tracer) injektaltunk (12. abra A-B). Apkcidkat koved
anterograd feltdttdés kovetkeztében mindkét faj ventromedialismgli terlletein tracer
tartalmu rostokat észleltiink (12. abra A-B).

Patkanyokban a ventromedialisd&yjyon belil a nucleus accumbens (Ac) core
alegységében (AcC) koncentralodtak a tracer pomtok (12. abra A).

A patkdny adatokkal megegyen a csirke ventromedialiséelgyi tertletein (az
AcC-t is magaba foglal6an) azonositottunk traceaitporostokat (12. abra B). Mindkét
transzmissziés elektronmikroszképos (TEM) vizsgalt vetettik ala. A TEM
vizsgélatot a tracerek enzimhisztokémiai elektrazdekonverzidja, a szovetek
postembedding L-Aszpartat (Asp) és L-Glutamat (Glommunfestése, illetve az
immunfestések detektalasat lehat téw szekunder immunogold (arany konjugalt
szekunder) jellés &te meg. A serkefit neurotranszmitterként is szamon tartott
aminosavak (Asp, Glu) metabolikus jelésgguknél fogva a vizsgalt szévet szamos
ultrastrukturalis elemébend&ébrdultak (pl. mitokondriumokban), ezért szovetegiiiti
specifikus eloszlasuk kilén médszertani elemzésiyglt, amelyet a modszerek fejezet
utolso részében targyalok.

Csirkék AcC mintaiban megfigyelhievolt az Asp és Glu jelenléte egyéb nem tracer
jelzett aszimmetrikus szinapszisokat (Gray |) képazon terminalisokban, figgetlenul
azok eredetét (13. abra).
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13.4bra Transzmisszios elektronmikroszkopos felvételeksirke nucleus accumbens core régiéjab:

postembedding (A) L-Aszpartat (Asp) és (B) L-Glutart (Glu) immunfestést ésmmunogold jeldlés
kovetéen. (A-B) Az axon terminalisokAxT) folott jelentis szamu arangemcse (Asp=15nm; Glu=101
szemcseméret) halmozédas figyetheteg. Az AxT-ok a dendrittiskérdg), illetve a dendriten (i

aszimmetrikus kapcsolatot Iétesitenek (nyilhegyeépték 0,5um.

14. abra Csirke nucleus accumbensore
régiojabol készlt transzmisszios
elektronmikroszkopos felvétel, a dorsali
arcopalliumba tortént anterograd tracer
beadast kdveéen. Tracer (BDA) tartalm
(nyil) axon vég#édés, amely axospinos
(ds=dendrittiiske) aszimmetrikus szinaps

képez.Lépték 0,5um.

G S g

Az arcopallium tertiletét szarmazé (tracert tartalmazo) axonterminalistdraletre

altaldnosan jellentz axospinosus vagy axodendritikus végessel és aszimmetrikus
kapcsolati (Gray |) felépitéssel rendelkeztek ébta). igy tehat az arcopalliumbdl efed
axonok végédései serkefitjelleget mutattak.

A postembedding szimpla immunfestések az esetelisé&ifgben Asp vagy Glu
jelenlétét igazolték az arcopalliumbdl efeakonvégadések felett (15. és 16. dbrak). Az
Asp ebfordulasanak vizsgélata sordn azonban kimutattlydnceseteket, amelyekben a

tracer-jelolt, serkewt morfologiat mutaté védwések aranyszemcsékben gazdag
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15. abra Csirke nucleus accumbens core régiéjabdl készilt anszmisszidselektronmikroszkopos

felvételek (A-B), a dorsalis arcopalliuniba tortént anterograd tracer (BDA) beadast, illetve
postembedding L-Aszpartat (Asp) immunfestést és imanogold jeldlést koveben. (A) Tracer jeldlt Qyil

- elektrondenz csapadék) és vele szomszédosam trecees ¢sillag) Asp immunpozitiv axonterminalis.
Az aranyszemcsékyilhegy a vezikulumok foltt halmozddnalB) Tracer tartalmdr(yil) axon végédés
amely axospinosusd¢é=dendrittiiske) aszimmetrikus szinapszist képez gden Asp immunpozit
(nyilhegy -15 nm-es aranyszemcsékgpték 0,5um.

kornyezettel (pl. mitokondriumokkal) 6vezve Asp imnjeldléstl mentesek voltak (17.
abra). Ez dfsen abba az iranyba mutatott, hogy az adott ddigz serket
neurotranszmitter tartalmaban mas, tehét jelennkbén (17. abra) egy tisztan
glutamaterg szinaptikus végést lattunk. A Glu esetében nem tudtunk kimutatni
teliesen negativ vé@dést, vagyis tisztdn aszpartaterg szinapszist. atbnban
megemlitend, hogy a Glu detektalasara hasznalt kisebb aramesse mérete (10 nm)
kozel esett az elektrondenz csapadék egyes eseteimesztalhatd szemcsézettségének
mérettartomanyahoz, igy az azonositasi folyamagbenitette. A kismérétszemcsék
elektrondenz csapadék feletti vizsgalata, akkort Maikztosan célravez&t ha a
csapadékkégaés homogén formaban jelent meg (16. abra). Eblzersetben a
digitalisan keészitett felvételeinkb lehettvé valt a hattér zajmentes kivonasa, ami
elosegitette az aranyszemcsék akadaly nélkuli az@sasifld. képparok a 16. abran).
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5.

16. abra Csirke n'uhcleus accumbens core régiéjébél készilt dnszmisszios elektronmikroszképo
felvétel (A-B), a dorsalis arcopalliumba tortént amerograd tracer (BDA) beadast, illetve
postembedding L-Glutamat (Glu) immunfestést és immuogold jeldlést kbveéen.Ugyanazon felvét
(A) eredeti ésR) hattérkivonassal médositott valtozatain, egydrdartalmi fehér(A) ésfekete(B) nyil]
axonvégddés lathatd, amely axospinosus aszimmetrikus szaistpképez fékete nyilhegyek Az
axonvégadés Glu immunpozitivitdsatB] a vezikulumok folotti kolloidalis aranyszemcségzifke
nyilhegyl0 nm aranyszemcse) halmozo6dasa bizonyigpték 0,5 um.

17. abra Csirke nucleus accumbens core régiéjabol készilt anszmisszidselektronmikroszképos
felvétel, a dorsalis arcopalliumba tértént anterogéd tracer (BDA) beadast, illetve postembedding L-
Aszpartat (Asp) immunfestést és immunogold jeldlégtovetéen. Tracerieldlt axon, amely nem mu

o - *

Asp immunpozitivitast. A kornyezeti szoveti elemek mitokondriumokkal rf) egyetemben As
immunjelzést tartalmaznakekete nyilhegygkLépték 1 um.
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Patkany AcC mintakon csirkéhez hasonlo morfolédiggaer-jeldlt amygdalofugalis
axonvégddéseket detektaltunk (18. &bra). Ezek axospinosagy \axodendritikus
végddést mutattak és nagyiriségben tomorilt, kismétet homogén vezikulakat
tartalmazé axonterminalisaik aszimmetrikus szinesodat (Gray 1) képeztek (18. abra).

Patkanyban a tracer jelolt rostvégeésekben az Asp jelenlétére utaldé aranyszemcsék
szama tendenciézusan alacsonyabb volt (19. abrB, A)), mint a kérnyezetikben
taldlhatd mitokondriumok esetében és tracer negaiidések esetében (19. abra C).
A mintdk amygdalofugalis axon véggeseinek Glu tartalma viszont jovaldegesebb

jelet mutatott (20. &bra).

T e SRS R ]
18. abra Patkany nucleus accumbens core regidjabol késziltanszmisszidselektronmikroszkdpos
felvételek, basolateralis amygdalaba tértént antemgrad tracer (BDA) beadast (A-B) kéveben. (A-B)

Tracer jelélt qyil) axonvégddések, amelyek axospinosudstdendrittiske) aszimmetrikus szinaps
(nyilhegy képeznekLépték 0,5um
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.abra Patkany nucleus accumbens core régiojabol késziltanszmisszidselektronmikroszkdpos

19
felvételek, basolateralis amygdalaba tortént HRP kedast, illetve postembedding LAszpartat (Asp)
immunfestést és immunogold jeldlést kovéen. (A) Tracerieldlt axon végédés, amely axospinos
aszimmetrikus szinapszistyilhnegyekképez és Asp immunjeldlésimentes, ellentétben a két szomsz:
(csillagok terminalissal. B) Tracerjeldlt axon végédés, amely axospinosus aszimmetrikus szina|
(fekete nyilhegyeképez és Asp immunjeldlést tartalmdeh@rnyilhegyek -15nm-es aranyszemcgék
(C) Asp jeldlést halmozé, tracer-mentes axon ¥élgs €sillag), amely axospinosusig=dendrittliske
aszimmetrikus szinapszidekete nyilhegyélalkot. O) Tracerjeldlt axon végédés, amely axospinos
aszimmetrikus szinapszideketenyilhegyek formal, azonban Asp immunjel6lése a korriyelemekhe
mérten csekély. A végdésben Asp tartalmdighér nyilhegymitokondrium is megfigyelhét Lépték 0,5

um.

43



20. abra Patkany nucleus accumbens core régi¢jabdl késziltanszmisszioselektronmikroszkopos

felvételek, basolateralis amygdalaba tértént HRP kedast, illetve postembedding LGlutamat (Glu)
immunfestést és immunogold jel6lést kovéen. (A) Tracermentes axon végdés, amely axospinos
(ds=dendrittiiske) aszimmetrikus szinapsziskétenyilhegyek formal és Glu immunpozitivitast mu
(fehér nyilhegy (B) Tracerjeldlt axon tagulat, amely jelef® mennyiséfy Glu jelenlétére uta
aranyszemcsétfdkete nyilhegy halmoz, illetve egy tracer-mentes axontermindkisillag), amey
hasonléan gazdag Glu jelzéséblegpték 0,5 pum.
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5.2 A medialis striatum bemeneteinek eltéé mintazata.

Ahhoz, hogy csirkében pontosabban azonositani kudgon neuroncsoportokat
(“famygdaloid arcopallium”), amelyek a ventromediadibagy bemeneteit biztositjak az
arcopallialis terlletek irAnyabdl, kialakitva eadliz amygdalo-subpalliallis (beleértve az
amygdalostriatalis) palyat, szimultan Kettetrograd palyajelolést végeztiink. A médszer
legalkalmasabb eszkdzeiként két kilonkhddzvetlentil fluoreszcensen jaldretrograd
palyakoved anyagot, Alexa Fluor® 488 konjugalt koleratoxindalegységet (CTh),
illetve Fast Blue-t (FB) unilateralisan injektaltua medialis striatum (MSt) medialis és
ennek kozvetlen szomszédsagéban elhelyézladralisabb alegységébe (21. abra A).
Ezt kbveten mindkét oldali arcopalliumot megvizsgaltuk migtdgpalyakovet anyaggal
kapcsolatban. A beadasokkal ellentétes oldalon detektaltunk retrogradan jelzett
sejteket. Az ipszilateralis arcopalliumot teljestrocaudalis kiterjedésében elemezve,
annak perem részein figyeltink meg jetsnCTb visszatdtidéseket. Kilondsen nagy
siiriségben talaltunk jel6lt perikaryonokat az arcopailidorsolateralis részén (21. abra
B.), illetve caudalis iranyban egy ventral felé itseRed tertleten (21. abraJp Ezzel
egyidbben alkalmazott, lateralisabb MSt terlletet megcdkB beadas nem, vagy
elenyésé mértéki visszatolddést eredmeényezett a teljes ipszilateralis arciopadin
belll (21. 4bra B, B>)).

Eltérsen az arcopalliumban leirt mintdzattdl, a szinténtkomedialis élagyi
bemenetet add dorsalis thalamicus teriileteket &ivag (az elzékkel azonos
egyedekben), mindkét jeldanyag szempontjabdl kdzel azonosssed visszatolbdes
mutatkozott ipszilateralisan. Mikdzben a CTb-jelidtrikaryonok a medialisabb nucleus
dorsomedialis anterior thalami (DMA), addig az FBjt perikaryonok az et
lateralisabban elhelyezké&dhucleus medialis dorsolateralis thalami (DLM) tetén
dusultak, kevés atfedéssel a régiok kozott (21a &bC™).

Tehat a ketis retrograd beadasok altal vildgosan nyomon ké#etseazonosithatd
volt - a thalamus és az arcopallium vonatkozasabamMSt medialis és lateralis teriileteit
elé neuronok eloszlasaban felleldanintazati eltérés (21. abra D-D1). Kiemelénd
hogy az MSt medialis részeébe jel&ntarcopallialis bemenet iranyul, ellentétben annak
lateralis részével. Thalamicus megfigyelésiink ifaz@s egyben megigitette az
arcopalliumban észlelt és leirt eltérések megalaipeegat.
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21. 4bra A medialis striatum bemeneteinek elté§ mintazata. Alexa Fluor® 488 %£6ld) konjugal
koleratoxin beta alegysédCTh) és kéR Fast Blue EB), mint direkt fluoreszcensejellt retrogra
palyakoved anyagok, egyidéj beadasainakjglzésekA) injekcios helyei, a medialis striatum (M
medialis és lateralis részében. Az arcopallium ésatamus magvak hatarait fehér pontozott vor
jeldlik. (Bi, Bz) CTb-feltdltdtt (CTH) sejttestek rfyilhegyek az arcopallium dorsalisADo) és
az amygdalopiriform are#pir) teriiletén (Puelles és mtsai 200Bu’'(B2') Az arcopallium (az ékokkel
azonos metszetekben) nem mutat FB-feltoltott*jFEjttesteket. -C”) A dorsalis thalamumd! ered
striatalis projekcié medio-lateralis topolégiat mtita CTH perikaryonok a medialisabb nucle
dorsomedialis anterior thalamibaBNIA), mig az FB perikaryonok az «it lateralisabban elhelyezké
nucleus medialis dorsolateralis thalamib&1L1) dusulnak, kevés atfedéssel a régiok kdzas. 1)
Vazlat az MSt arcopallialis és thalamicus bemeneteieltéé jellegésl (a coronalis vézlatoka

http://www.avianbrain.org/nomen/Chicken_Atlas.htibtdinak modositasaval késziiltek). Az abrak

felsé sarkaiban szerefplszamok a milliméterben mért antero-posterior Esé&got jeldlik Kuenzel é
Masson (1988) szerinRdviditésekACo - arcopallial coregors- dorsalismed— medialis;
Léptél: 1 mm @), 200 pum By, Bz, C).
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5.3 A madar amygdalofugalis palya és eredéseinek meglaabzasa

ventromedialis ebagyi végHidésein keresztiil.

A kisérleteink el§ fazisaban feltart arcopallialis projekcio tovalgaintositast és
finomabb leirast igényelt. Hiszen ezidaig csak byg#étét és annak ventromedialis
eldagyi konvergenciajat bizonyitottuk. Iigy a pontosindulasi hely és lefutas
megitéléséhez, direkt fluoreszcensendelmnyagokkal tovabbi anterograd és retrograd
palyakovetési kisérleteket végeztink (22. abra).

A palya feltételezett végreési terileteibe, azaz a ventromedialtggli tertletekbe
(BSTL, Ac, MSt) retrogréd jelolés céljaval Alexaubl® 488 konjugalt koleratoxin béta
alegységet (CTb) adtunk (22. abra A). Szamos uigk&dott axon jelent meg egy jol
behatarolhat6é struktiraban a ventralis amygdaldfidaaf) kotegben (22. abraiB
Kiemelkeden sok CTb-jel6lt perikaryont figyeltink meg az a@allium egy
dorsolateralis ék alaku tertletén, amelyet amyguaform area-ként (APir)
azonositottunk (22. abraBKisebb $riiségben bar, de nem elhanyagolhaté mennfyiség
CTb" sejttestet talaltunk az arcopallium mas teriletinilaris (AHil), a dorsalis (ADo)
és a postero-lateralis (APL) részein (22. abpaBE. Kulonos figyelmet érdemel a
csekély szamu vagy teljesen hidnyzo visszadélperikaryon az arcopallium amygdalo-
hippocampalis (AHi), taenialis (ATn) és IégEppen a core (ACo) részében (22. abhra B
Bs). A beadasokhoz kozelebbi rostralis agyterileteketgalva az extended amygdala
(EA) régioi mutattak jeledsebb szamu retrogradan jel6lt sejtet (22. abrailC, C

A palya retrograd vizsgalatabdl kapott eredményeiigjeésitése céljabol, tovabba
a rostralisabb terlletek é&bekben okozott elfedettsége miatt (Id. retrogra@kaijok
helyét), vizsgalatunkat anterograd palyakovetéstobitd Alexa Fluor® 594 konjugalt
10kDa molekulatomdg dextran (D594) alkalmazasaval egészitettik ki. dadas
optimalis helyeként, a retrograd tracer kisérleddkmegfelelen, a visszat&dott
neuronokat legnagyobb tigiségben tartalmazé arcopallialis terliletet, az APir-
valasztottuk (22. dbra D4[) 23. abra A-F). Anterograd beadasaink igazoltasadya
alkotasaban résztvévostok siri jelenlétét a vaf és a BSTL teruletén, az ipsziédie
féltekében (22. abradDD’1). Az ellenoldali félteke ventromedialis régidjabaem volt
anterograd jeldlés. A rostok Utvonalanak pontoskésere, sorozatban metszett és kezelt
agyszeletekil epifluoreszcens mozaikfelvételeket készitettikészleteket tartalmazé

kozepes felbontasi mozaikok Osszeillesztése utéaible valt a palya rostrocaudalis

a7



kiterjedésének anatomiai leirdsa (23. abra, A-Q).igy készilt szeletek elemzésével
megmutattuk, hogy az APir-bdl kiindulé D594 pozitixonok kétd Utvonalat kdvetnek
dorsalisan és ventralisan. [i] Az arcopallium désshataran kovetett rostok (dorsalis
amygdalofugalis palya; 23. abra F-G), medialisylinhizodtak (22. dbra D', B'D’3),
belesugaroztak a ventralis amygdalofugalis kotedbaf, 22. abra 0O), majd
rostralisabban a BSTL teriletében haladtak tovéhiihalis végédésekkel tarkitottan
(22. abra D, I, 6sszehasonlitasul 22. abra A) és a BSTL-el haitdetialis MSt zonakat
(nucleus accumbenst; 23. abra A-D) is elérték. Aijventralis atvonalon (ventralis
amygdalofugalis palya) kdvetett axonok az EA verasalis részében haladtak (22. abra
D, Dy; 23. &bra A-D), és elérték a nucleus basalisttéberculum olfactoriumot (23. 4bra
A-C). Ez utdbbi axonhalézat az arcopallium rossatb elhelyezkedés

neuroncsoportjaibdl indult.

22. abra (KOVETKEZO OLDALON) Osszehasonlitd retrograd és anterograd péalyakovetésizsgalat ¢
ventromedialis ebagy meghatarozott terlleteire vetlé arcopalliofugalis palya eredéséne
lefutasanak meghatarozasa céljabol(A) A medialis juxtaventricularis zonat [bed nucleof strie
terminalis lateralis részéBGTL), nucleus accumbenst (Ac) és a medialis striatdit) tovabbikis részéi
érints Alexa Fluor® 488 konjugélt koleratoxin beta ale@ygsCTh) beadasanakszimbolumA) helye.
Retrogradan visszatét6tt rostok B, B1) a ventralis amygdalofugalis kdtegbeaf nyilhegy. CTb{elzet
(CTb") sejttestek az arcopallium alegységeib®), (kiemelve a hilaris AHil) (Bi, B2, Bz pontozol
hatarvonalali, dorsalis AD0), postero-lateralisAPL) és amygdalopiriform (APir) terileteketmelyel
egyutt az arcopallium ,perem dvét” alkotjdks( pontozott hatarvonalgkA dorsolateraliglhelyezkedés
ék-alaku APir régié tartalmazza legnagyohfriiségben a CTbsejttesteket ketds nyilhegyBs). Az
amygdaloid taeniaXTn), az amygdalo-hippocampalis ar&sH() és az arcopallium cordCo) teriletél
csekély, illetve nincs retrogradan jelzett sejt{BstBs). Joval cranialisabb szintekbe®d, (C1), nagyszam
CTb" neuron azonosithato szétszorva az extended anay(@fgl teriletén. D-D’) A retrograd metszet:
AP szintjeinek megfelé| nagy felbontasu, sorozatban készult és dssza#isnozaikfelvételek.OF')
Anterograd palyakovetést biztositd Alexa Fluor® Hhjugalt 10kDa molekulatotméglextran D594)
beadasanak)(, szimbélun helye az APir teriletétéberD’( D1, D’2, D’3) Lateromedialis iranyba
hazodo D594 jelolt (D592 axonok (yilhegyek a mar retrogradan azonositott kotegben a vatba (
pontozott hatarvonzésnyilhegyektdsszehasonlitasBl) tomorilnek, hogy azutan a BSTL és a hatarc
terlletén haladva végdjenek D2, nyilhegyekelzik a végsddéseket a BSTL tertleténp4) D594 axonol
(nyilhegyek az EA teriletén a ventralis subpallialis hatamtéa, alternativ Gtvonalkénfz abrak jobl
felss sarkaiban szereplszamok a milliméterben mért antero-posterior S&gbdt jeldlik Kuenzel és
Masson (1988) szerinRoviditésekdors - dorsalismed— medialisLépték:1 mm @, B, C), 500 um D,
D’), 250 pm C1), 200 pm B1-Bs), 100 pm D2), 10 um D1, D’2, D’3), 5 um D’1), 2 um (beillesztetibral
D1, D2).

48



22.abra(FELIRAT AZ ELOZO OLDALON)

... arcopallium

D,
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23.4bra(A-c, KOVETKEZO OLDALON FOLYTATODIK, felirat aG 4bra utén)

A KOVETKEZO OLDALON FOLYTATODIK




23.4bra(D-F, TOVABBI RESZEK AZ ELOZ0 [A-C] ES KOVETKEZ) [G] OLDALON, felirat aG abra utan)

A7.0
APir

D594 injekcio

DIENCEPHALON

A KOVETKEZO OLDALON FOLYTATODIK
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23.4bra(G, TOVABBI RESZEK[A-C ES DF] AZ ELOZO KET OLDALON)

DIENCEPHALON ¢

D594 injekcio

23. abra Epifluoreszcens, kozepes felbontasi mozeekvételekbdl ©sszeallitott coronali
sorozatmetszetek a jobb oldali telencephalon ventlia részéisl. Az arcopallium APir terlletére
injektalt D594 kovetkeztében anterogradan feltolédott rostok vonulata nyomon koévetheé a
csirkeagy A10.4 - A6.4 (Kuenzel és Masson (1988)iiti rostrocaudalis szinjeinek ventralis részeir
(A- G). Az APir-bol (F-G) kiindulé D594 pozitiv axonok kétéf zénat/Gtvonalat kovetnek: (i)za
arcopallium dorsalis hataradAFP - dorsalis amydalofugalis palyg:G) medialis iranyba hiuzédvaaf
kotegén keresztul) a BSTL terlletében haladnakhbiovérminalis végidésekkel tarkitottan és BSTal-
hataros medialis MSt zénakat (nucleus accumbessglérve véganek @A-F); vagy (i) ventrali
atvonalukon YAFP — ventralis amygdalofugalis palya) az extendedgttala EA) ventrobasalis részében
haladnak A-E), atséve a nucleus basaligB) és a tuberculum olfactoriumdE@). Ez utdbbi axonhalézat
az arcopallium rostralisabb elhelyezketlésuroncsoportjaibdl indul kE). Roviditésekac - commissura
anterior,Ac - nucleus accumben8Pir - amygdalopiriform area - nucleus basali8STL- bed nucleu
of stria terminalis pars laterali®B - nucleus of diagonal band594 - Alexa Fluor® 594 konjugalt 1kDa
molekulatdmet dextran EAv - extended amygdala pars ventrdli®,— ventriculus lateraligyISt- media
striatum, S - septum,tsm - tractus septomesencephalich'® - ventral pallidum,dors - dorsalis,med-

medialis.Lépték:1 mm
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5.4 A nucleus accumbenst eldrarcopallialis bemenetek kapcsolati ériiségiket

tekintve kulonbodznek.

A BSTL-t illetve az MSt medialis részeként az Acuteteit egylttesen ériht
retrograd beadasok jeléstszamu perikaryont toltottek fel az arcopalliunnsttateralis
ék alaku tertletén. Ugyanazon kisérleteinkben jétsm kevesebb jeldlt sejtet talaltunk
az arcopallium mas (pl. AHil, ADo) perem terlleteikbézben annak kdzépscore”
része teljesen kimaradt a forrasrégiok sorabdl éb?a B). Azonban az arcopallialis
forrAsneuron-csoport axon végfacskainakiségi mintazata a célrégiokra (BSTL, Ac)
vetitve jelenbsen eltés lehet, igy ezt tisztdzandd, tovabbi 1épésekeiin&tt

Az arcopallium ,perem”/,0v” terileteinek eddigiekibekimutatott kiindulasi
egységeit kilon megcélozva, anterogradsgigagot (D594) injektaltunk az arcopallium
dorsolateralis (APir), dorsalis (ADo) és medialimhs (AHil) egységeibe (24. abra A,
B, C). A palyakovetési modszer Kkorlatait ismervesupgdn kvalitativ becslésbe
bocsatkoztunk. A pontosabb eredmények érdekébemetektalasi folyamat soran
egységesitett eljarast alkalmaztunk (a beadasivég#dési terlileteket 1ézerkonfokalis
és digitalis technoldgia révén azonos paraméterglethdokumentaltuk). A beadasok
eredményeként megjelolt rostok a korabbi retrogbéddasi helyek pontossagét is
megebsitették. Az MSt medialis, BSTL-el hataros zénagraz Ac régidja - mutatott
jelens eltérést a rodisiséget tekintve. Ennek figyelembe vételével, ardghial
beadasonként az Ac harom kiemelt szirdjébostralis, kozéps és caudalis) minimalis
optikai szeletvastagsag mellett, lézerkonfokalivéieleket készitettink. Az azonos
régiokbdl készult felvételeket (végési céltertiletként) beadasonként csoportositottuk,
egymas mellé rendeztik, biztositva azok kvalitégszehasonlithatésagéat (24. abra A’-
A", B-B’”, C-C™"). Az APir terlletének D594 b eadasai gt rosthalézatot mutattak
az Ac mindharom szintjében (24. abra A-A’"). 8teltérsen, az ADo (24. abra B) és az
AHil (24. 4bra C) terlleteket ériibeadasaink joval kisebb roétgséget eredményeztek
a célrégidban (24. abra B'-B"" és C'-C""). Osszamében az Ac régiok caudo-rostralis
irAnyban egyre gyengiilbemenetet kapnak, ahogy az arcopalliumban latediats
iranyban haladunk a beadasi teriiletekkel. igy arisirégio idegsejtjeinek nyulvanyai a

rostralis Ac terlleteit mar nem érték el (24. abry.
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24.4bra(FELIRAT A KOVETKEZO OLDALON)
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24. abra (ELOZO OLDALON) A nucleus accumbenst el arcopallialis bemenetek kapcsola

siiriiséguket tekintve kulonbodznek (A-A™ ) Az amygdalopiriform area (APir) tertletébe adbg94

nagy siriiségben jelél rostokat az nucleus accumb&d} (ostro-caudalis szintjeiben (A10.0-A8.8).
beillesztett abrakon a teriiletéfttkészitett nagy nagyitasu felvételekkel mutatjekadz axontagulatt
meglétét. B-B™ ) A D594-t a dorsalis arcopalliunADo) teriiletébe injektalva kevesebb axont jeldl a
rostro-caudalis szintjeiben, kiiléndsenoatralisabb teriletet (A10.0) vizsgalva. A beilkeszabrakon
tertletekisl készitett nagy nagyitasu felvételekkel mutatjgkdz axontadgulatok meglété€-C” ) A
medialis arcopallium hilaris alegységébe (AHil) #da594 altal okozott anterogrdizés leginkabb
caudalis szintben (A8.8) szamottewmig a kozéps szintben (A9.4) gyenge, rostralisan (A10.0) p
hianyzik. A beillesztett abrakon a terlletgitbkészitett nagy nagyitasu felvételekkel mutatjuk da
axontagulatok meglétét, kivéve a legrostralisabfiléget, ahol nem talalhatéak rostold, (B, C) A
megfeleb szimbdlumok és feliratok a beadasi helyeket jelaibeadéasi helyekre optimalizalt felvéte
miatt gyenge agykontirok pontozott vonalakkal vaneddlve. (A-C ) Az abrék jobkfelss sarkaiba
szerepb szamok a milliméterben mért antero-posterior Eagbt jeldlik Kuenzel édlasson (198¢
szerint.RoviditésekD594 - Alexa Fluor® 594 konjugalt 10 kDa molekulatériefextrandors - dorsalis
med— medialis.Lépték:1 mm @, B, C), 70 um A-A™ | B-B™ , C'-C™ ), 2 um(a beillesztett abr:

esetében).

5.5 A ventromedialis ebagy molekularisan (DARPP-32) eltéé tertleteit az
arcopalliumbdl érkezé bemenetek egyarant elérik.

A ventromedialis élagy medialis és lateralis alegységeinek elkiloafekivaloan
alkalmas a DARPP-32 (dopamine- and cAMP-regulatedsphoprotein) molekula,
amelynek jelenléte, illetve hianya jeléatmikddésbeli kiulonb&iségre utal az adott
neuronok és az altaluk benépesitett agytertlewkpgantjabdl. Azt feltételeztiik, hogy a
régiok altal mutatott molekularis kulonbség azokcopallialis bemeneteiben is
tukrozodik. Ennek igazolasara DARPP-32 immunhisztokémi&eahbinalt anterograd
palyakovetési kisérletet végeztiink. Az arcopallAdir terliletére (mint a jeleés szamu
projekcids neuron forrasa) Alexa Fluor® 594 konju@@kDa molekulatdmeagdextrant
(D594) injektaltunk. A projekcids jeleket tartalndgazentromedialis juxtaventricularis
eléagyi tertletek (a BSTL-t és Ac-t magaba foglaloaa)jozatmetszetein, DARPP-32
fehérje elleni immunhisztokémiat végeztink (25. . abrak). A DARPP-32
immunreakcio jol elkilonitette a ventromedialiéagy medialis és lateralis terileteit (25.
abra A-C”) a rostralis sorozatmetszetek szintjélfaa0.0 - A8.8). Az arcopallialis
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axonok tobbsége a DARPP-32 negativ régidbanddiigy, amely alldspontunk szerint itt

A10.0

A 8.8

25.abra A ventromedialis ebagy alrégidinak arcopallialis bemenet (piros) és DRPP-32fehérje (z6ld)
szerinti jellemzése(A-C1) Az arcopallium amygdalopiriform area (APir) alsggébe injektalt D59%ltal
megjelolt (palya) rostok (D59%a ventromedialis gy juxtaventricularis DARPB2 mentes teriiletéb
haladnak. A terlletet lateralisan DARPP-32jtek zonaja 6vezi. Kulonbdzostro-caudalis szintekbeA (
Al, B, B1, C, C1), a D594 axonok két jol elkulonithétteriiletben BSTLvs Ac a pontozott vonaa hatar
jeloli A’-A” , B-B”, C’-C") végddésekre jellemz morfologiat mutatnak. 8rii terminalis halézat
talaltunk a DARPP-32 mentes csepp-formaju kamralkézgioban, amely a bed nucteof stria terminali
pars lateralisanalBSTL felel meg, illetve kevéshédidi terminalis rosthalézatot a kérnyeDARPP-32
sejtmesben, amely a nucleus accumbens (Ac) altal képvisditet qyilhegyekaz A”, B”, C” trace
tartalma axonokat jeldlnek). RéviditésdB594 - Alexa Fluor® 594 konjugalt 10 kDa molekulaténieg
dextran,dors - dorsalis,DARPP-32- dopamine- and cAMP-regulated phosphoproteiad— medialis.
Lépték: 1 mmA, B, C), 50 um A’, B', C), 20 um A", B”,C"), 5 um (beillesztett abrék”, B”, C").
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26.abra A ventromedialis elbagy caudalis teruleteinek arcopallialis bemenet (pbs) és DARPP32
fehérje (zold) szerinti jellemzése(A-B™ ) Az arcopallium amygdalopiriform area (APir) aleggsb¢
injektalt D594 altal megjeldlt rostok (D5%4a commissura anterioad) szintjében is jelels szamba
halmozo6dnakA, A’, Al). A ventromedialis élagy ezen caudalis D594ostgazdag tertleteit a BSHs

a vele hataros subpallialis régiék: ventralis palin (/P), extended amygdal@EA) és a Meynert-féle
nucleus basalidB) alkotjak (a nucleus accumbens ezen caudalissteriimar nem fellelh&t (B-B™ ) A
még caudalisabb szintekben az anterogradan jelditak a ventralis amygdalofugalis kétegbeaf(B-

B’, nagyitva B"-B™ ) tomorilnek. RoviditésekD594 - Alexa Fluor® 594 konjugalt 10 kI
molekulatdmeg dextran,dors - dorsalis DARPP-32- dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein
med- medialisLépték 1 mm @, B), 50 um A’,B’), 2 um B8”,B™")

a BSTL terlletének felel meg. (25. abra A’, A”,,B”, C’, C”). Kisebb siriiségben
ugyan, de jeleids mennyiségben talaltunk axonokat és ¥éigsi medket az ebbbivel
kozvetlendl hataros DARPP-32 pozitiv neuronokatatarazé zonaban, amely az Ac
neuroncsoportjainak felel meg (25. abra A’, A”,,B”, C’, C").

A jéval caudalisabb, Ac terllleteket mar elhagyo soetszintekben (A8.2 - A7.6)
nagy mennyiségaxonvégadést észleltiink a BSTL tertletén (26. abra A, 82intén
jelenbs szamu jel@dott axon mutatkozott az ,extended amygdala” (E¥gntralis
pallidum (VP) és a Meynert-féle nucleus basalistéBjileteiben (26. abra A, A), illetve

a ventralis amygdalofugalis koteg teriiletében tanvér (26. abra B-B™).
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5.6 A ventromedialis ebagy arcopallialis bemeneteit adé neuroncsoportok
DARPP-32 negativ régiok.

Az elbz6é pontban targyalt vizsgalatunk soran észleltik,yhDgRPP-32 fehérje
expresszioja a telencephalon caudalis arcopalli@égein elmaradt. Ennek kapcsan a
DARPP-32 immunhisztokémiai vizsgalatot olyan mimtdkis elvégeztik, amelyek a
ventromedialis élagyi céltertletek (BSTL, Ac) fél retrograd (Id. CTh) visszatéliést
mutattak az arcopallialis forrasneuronok megjekélés igy az arcopallium ,perem”
régioi jol kirajzolodtak, melyek egy DARPP-32 jefbeszegény terllet peremeén
helyezkedtek el, a DARPP-32 immunpozitiv terlletékvetlen szomszédjaiként (27.
dbra A, D). Azaz az arcopallium jelést kdzponti tertletét is beleértve, néhany
szorvanyosan fellelh@timmunpozitiv sejtil eltekintve, hianyzott a DARPP-32 fehérje
(27. abra A, B, C). Kovetkezésképpen azonositottegly olyan palyat, amely
kiinduldsaban és végdései jeleris szamaban a DARPP-32 fehérje jelatviteli atjat

nélkilozve funkciondl.

2 APi

*e ADo.‘;.

L4 ®
. ..I-. L -]

27.4bra Az arcopallium ,perem régidit” DARPP-32* zénak évezik.(A, D) A ventromedialis élagy
(nucl. accumbens) régioibdl retrogradan jédidtt (CTb — z6IYl az arcopallium ,perem 6ve”, amel
kiviilrél DARPP-32 neuronok szegélyeznek. V&zlatosan &brdzoBR piros pontok DARPP-32
sejttestek elrendédése az arcopallium koérufekete nyilhegyek), zold pontoka retrogradan jelze
perikaryonok eloszlasat jelzils{urke nyilhegyek). Egyes esetekben a hatarzonakbanskett jeldl
neuronok is megfigyelhétk (sarga pontolB, fehér nyilhegyek). RoviditésekCTh- Alexa Fluor® 488
konjugalt koleratoxin beta alegysédprs - dorsalis, DARPP-32- dopamine- and cAMIPegulate:
phosphoproteinned— medialis Lépték 1 mm @), 20 um C)
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5.7 A ventromedialis ebagyba veti6 arcopalliofugalis (amygdalofugalis) palya
projekciés neuronjai nem expresszaljak a calretininparvalbumin és

calbindin kalciumkot 6 fehérjéket.

Tovabbi vizsgalataink soran a ventromedialtsagly felé rostokat kitglarcopallialis
projekciés neuronok (forras-neuronok) mas fajokbsinhasznalt markerek szerinti
csoportositasat céloztuk. Az irodalmi adatok tikréalkalmas médszernek mutatkoztak
a klasszikus kalciumkétfehérjék - gy mint a parvalbumin, calbindin égatnin. A
teljes arcopallialis neuronpopulacio figyelembeel@tel, a calretinin pozitiv neuronok
jelenléte szérvanyosnak bizonyult (28. abra A, Adig parvalbumin és calbindin
esetében jelesebb szdmu pozitivitds volt megfigyeletz arcopallium teriletein (28.
abra A, A’, B, B’). A forras-neuronok retrograd pakovetését a vizsgalt kalciumkot
fehérjék elleni immunfestéssel kombinalva, kimutiatt hogy az arcopallium
ventromedialis élagyba vetit neuronjaiban nem fejédnek ki a calretinin (28. abragp
parvalbumin (28. abraz\és calbindin (28. abraiBfehérjék.
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28.abra A BSTL illetve a vele hatéros Ac régidkra vetié arcopallialis neuronok immunnegatival

a klasszikus kélciumkdt parvalbumin, calbindin és calretinin fehérjékre. A, A’, A1, A2) Az
arcopallium amygdalopiriformAPir) terllete jelertts szamil, BSTL és Acégidkbdl retrograde
visszatoltott (CTH) neuron tartalmaz. Ezek a projekciés neuronok nem immaktieak a calretini
vagy parvalbumin kélciumkétfehérjékre. A’) Vézlatosan szemléltetve a szimplan calretinizdlc
pontol), CTb" (piros pontok)és parvalbumih(kék pontokheuronok eloszlasaB(B’, B1) Hasonl6an
CR és PV fehérjékhez a retrogradan jelzett neuromokunnegativak maradtak calbindins az APi
caudalisabb metszet@bvett mintan. B’) Vazlatosan szemléltetve a szimplan C{jiros pontok)és
calbindin® (kék pontok)neuronok eloszlasaA( B) Az abrak jobb fels sarkaiban szerefplszamok
milliméterben mért antero-posterior tavolsagot ljel&uenzel és Masson (1988) szeriRviditések
APL - posterolateralis amygdal&B - calbindin,CR — calretinin,CTb - Alexa Fluor® 488konjugal
koleratoxin beta alegységlors - dorsalis,med— medialis,NCL - caudolateralis nidopalliunRPV —
parvalbuminLépték 200 um A, B), 10 um A, Az).
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6 Megbeszélés

6.1 Az emlés basalis amygdala és azzal homoldég madar arcopalis tertiletek
serkent bemenetet adnak a limbikus striatumba.

Az embsok és sauropsidak jo 250 millio éves kuldonutasotike ellenére,
kozponti idegrendszeriik szamos hasonlo jellemvort@stdoz. A hosszu tavon
megrz6dott hasonlé morfologiai €s kémiai jellebékz feltdrasa olyan idegrendszeri
elemek megismerését teszi lehat, amelyek kivételes alkalmazkodési tulajdonsagok
hordozoi. EbBlI a szempontbol megkilénboztetett figyelmet érdewlelaz ends és
madar fajok kozponti idegrendszerében centralisigoaz elfoglalo és homolog
terlleteket képviséltorzsducok (Jarvis és mtsai 2005; Kuenzel és r2tHl; Reiner és
mtsai 2004).

EmIésokben a torzsducok limbikus halozatanak kiemeikéahja a nucleus
accumbens (Ac), amely kritikus szereppel bir aljudéaas mechanizmusaiban, a cél-
vezérelt viselkedési folyamatokban, illetve a deatglikcié kialakulasaban (Kelley 1999).
A limbikus és motoros funkciondlis rendszerek tkapesol6 (,limbic-motor interface”)
egységeként (Groenewegen é€s mtsai 1996; Mogensantsés 1980), az Ac jeledd
serkend bemenetet kap kulonbézléagyi limbikus tertletek fél. Fobb afferentacioi a
medialis prefrontalis kéregh hippocampusbdl, subiculumbdl, illetve a basalis
amygdalabdl érkeznek (Brog és mtsai 1993). A bssalinygdala részeként, a
basolateralis amygdala (BLA) neuronjai az Ac johést bemeneti forrasaként szolgalnak
(McDonald 1991; Petrovich és mtsai 1996; Shinoresymtsai 1994), ezaltal részesei az
Ac felé konvergalo afferens rendszernek (Groenewégemtsai 1999; Johnson és mtsai
1994). Az Ac BLA febl érkezs bemenetei kritikus szerepet jatszanak, a jutalarhatd
megjelenését jelzingerek altal kivaltott motivacios viselkedésiruak kialakitasaban
(Di Ciano és Everitt 2004; Setlow és mtsai 2002).anygdala ,varhato jutalmat” jeiz
ingerre aktivalodd sejtjei, az Ac neuronjainak setsén keresztil, ésegitik a
jutalomkere$§ viselkedési formak megjelenését (Ambroggi és m2eai8). A serkerdt
folyamatok mogott NMDA és AMPA receptorok részvéteinutattak ki (Di Ciano és
Everitt 2004, 2001). A BLA-Ac palya szinaptikus wédéseinek morfoldgiai
elemzésével (French és Totterdell 2003) kimutattédgy a serkefit jelleg mogott

axospinosus és axodendritikus aszimmetrikus kagtdohllnak, amelyekben gyakori a
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Glu jelenléte (Kozell és Meshul 2004). Jelen mafihi munkédnkban a patkany BLA-
Ac pélya végédései kapcsadn, masok koradbbi megfigyeléseivel asspian,
az Ac teruletében. A BLA eredetixonvégédésekben Glu és Asp jelenlétét igazoltuk
(Hanics és mtsai 2012), ami felveti a pélya \éé&lgseiben az Asp szerepét és Glu-tal
tortérd egylittes felszabadulasat.

Csillag és mtsai (1997) hazityukban az amygdalomdlog régioként feltételezett
arcopallium ventralis részéb kiindul6 palya végédéseit vizsgaltak a medialis
striatumban (MSt). A terlletben serkémhorfologiaju, Glu-tartalmi axonvégaéseket
detektaltak. Azonban Glu-mentes aszimmetrikus &@ézek megjelenésére is
felfigyeltek. Davies és mtsai (1997) az arcopallieffierens kapcsolatait vizsgalva tobbek
kozott a dorsalis terlletek ventrobasalisaglyi projekcidira (beleértve az MSt) hivtak fel
a figyelmet. Adam és Csillag (2006) hazityak MStritetén, aszimmetrikus
szinapszisokkal vé@gao axonterminalisok esetében Asp és Glu szeleklétyéd egylttes
eléfordulasat bizonyitotta. Ezen munkak folytatasakeéxzt arcopallium dorsalis
tertletéldl kiinduld MSt/Ac teriletén védgdo kapcsolatot megvizsgalva, abban Asp és
Glu tartalmd, aszimmetrikus axospinosus és axodéndr végddéseket talaltunk
(Hanics és mtsai 2012).

Patkany és hazityuk nucleus accumbens teriletéaré@gtymegfigyelhét volt az
amygdaloidtol eltgr eredefi veégzidésekben is az Asp és Glu jelenléte. Ezen megfigyel
vegzidések is axospinosus vagy axodendritikus, aszinkast(Gray 1) morfologiaju és
egységes vezikularis szerkezetet mutat6é szinapstistkottak (Hanics és mtsai 2012).
Az Asp és Glu, mindkét &ltalunk vizsgalt faj limb& striatumanak serként
szinapszisaiban megfigyelt altalanos jelenlétedfielzok egylttes megjelenéséhez kotott
specidlis jelatviteli folyamat leh&tégét (pl. co-release).

Mar a 80-as évek vizsgalatai soran felmertlt, hmgyogén Asp és Glu urill patkany
corticostriatalis végiéseilsl (Girault és mtsai 1986). Néhany évvel &gls pedig
striatumbdl nyert szinaptoszomakon bizonyitottakazeendogén Asp &atdl fugg
felszabadulasat, amit D2 (nem pedig D1) receptggdén, dopaminnal gatolni tudtak
(Maura és mtsai 1989).

A serkend szinaptikus rendszerekben egyuttesen medjédsp és Glu leirdsa nem

0j keleti. Patkany hippocampus serkénvégzdéseiben is kimutatasra keriltek

62



(Gundersen és mtsai 1998). Az Asp jelatviteli szére, tekintve a Glu-tal kozos
receptorait (NMDA, metabotrop glutamat receptorANJPA — utdbbi vitatott), illetve
azokon kozel azonos hatasait, egy parhuzamosan dekend rendszerként tekintenek,
nem tulajdonitva szamara kulondsebb szerepet. Ngwitat inkdbb a klasszikus
neurotranszmitternek torténmegfelelés, azaz a vezikularis transzport megaldat
problémaja jelentett (Naito és Ueda 1985), amiitabbi idskben két munkacsoportnak
sikertlt rendeznie (Miyaji és mtsai 2008; Miyajirdssai 2011; Morland és mtsai 2013).
Azonban sziletett az Asp szerepét kifejezetten #enelfjjelezd munka is, a
hippocampusra vonatkoztatva (Herring és mtsai 204/%) valoszitileg tovabbi vitat
general majd. B8t eltekintve in vivo mikrodializis technikaval ele&mos vagy kémiai
stimulacié utan, bizonyitottak Asp és Glu felszalladat a striatum prefrontalis kérégb
ered végddeseiben (Lada és mtsai 1998). Hazityukban végaktodializis kisérletek
szintén bizonyitjak az Asp és Glu felszabaduldzat&t tertletében (Zachar és mtsai
2012). Tovadbbd az MSt-ben az Asp és Glu egymdsitérnatasat elektrofizioldgiai
meérésekkel bizonyitottak, amit transzporter-itigolyamatként értelmeznek (Balazs és
mtsai 2012).

6.2 A madar amygdaloid arcopallium értelmezése annak vdromedialis eléagyi
kapcsolatain keresztul.

A madar telencephalon caudalis tertletén ventraleshelyezked arcopallium
lézios kisérletei (Phillips 1964; Phillips és Youelg 1986) fontos tampontot adtak a
madar amygdaloid régidkat illegn. Tovabbi vizsgalatok soran sikerilt altalanosan
megismerni az arcopallium kapcsolatainak elrefidégét (Zeier és Karten 1971; Davies
és mtsai 1997). Azonban az ,amygdaloid arcopallitim@lzé finomabb kapcsolati
elemzések szama csekély. Ennekérelsdi oka a limbikus terlletek vitatott
elhelyezkedése, kulondsen az amygdaloid kapcsolsteknpontjabdl olyan kritikus
ventrobasalis (ventromedialis) régioké, mint AaéBSTL. Az utébbi évek munkaiban
(Balint és Csillag 2007; Balint és mtsai 2011; Harelh €s Shimizu 2011) Ujraértékelték
az Ac ventrobasalis &gyi helyzetét, amely a BSTL pontosabb behatarbiaséhetve
tette. Azonban szamos olyan munka sziletett a B&giot értelmeé&en, ami a jelenlegi
tudasunk szerinti Ac terlletét is tartalmazta. daleunkadnk (Hanics és mtsai 2016)

segithet ezeket utdlagosan pontosabb kontextusyezhe
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Atoji és mtsai (2006) galambokban végzett palyakéssel, az ek basalis
amygdala-BSTL kapcsolattal homolég, arcopalliafipésolatot irtak le. Vizsgalataikban
vildgossa valt, hogy az arcopallium ébla szempontbdl heterogén sejtcsoportokat
tartalmaz. Jelen munkankban, hazityuk hason@agli elemeinek vizsgalataval, de
szélesebb értelmezégentrobasalis (BSTL, Ac, MSt) régioé kapcsan, vétgk meg az
arcopallium ezen tertletekre vetigfferenseit (Hanics és mtsai 2016). Munkankban az
Ac és BSTL (] alapokra helyezett értelmezése szgnitunk el (Balint és Csillag 2007).
Kisérletiinkben retrograd jelzésekkel igazoltuk,yhag arcopalliofugalis ventrobasalis
eléagyi bemenetek a juxtaventricularis és ahhoz koxelntromedialis élagyba
konvergélnak (BSTL, Ac). Az Ac terllete éklretrogradan kimutattuk az arcopallium
ide vetith neuroncsoportjait. A galambban talaltakkal (Atsgimtsai 2006) kdzel egyiez
terlleti rendezettséget figyeltiink meg (Hanics &an2016). Hazityuk arcopalliumaban
a ventrobasalis éhgy felé vetid neuronok annak perem dveiben helyezkedtek el ¢dani
és mtsai 2016) és Puelles és mtsai (2007) altalealitott csirkeagy atlasz szerinti
beosztasban, regiondlisan jOl elhelyeébktvoltak, annak specialis nevezéktananak
hasznalataval. Az arcopallium rostralis szintjeilegy gyirii alaki zénaként jelent meg
a jeldlt neuronok populacioja, amely terlletileggaba foglalta annak dorsalis (ADo),
amygdalohippocampalis (AHi) és hilaris (AHil) régioPuelles és mtsai (2007)
beosztasdban. Ezek a teriletek megfeleltek az Atjntsai (2006) &ltal galambban
talaltakkal, agymint az arcopallium dorsalis (ADycleus taeniae (TnA) és a medialis
parvocellularis része (AMp). Kilondsen nagy szaejtesfigyeltink meg az arcopallium
dorsolateralis tertletén, egy €k alaku terilletenit #uelles és mtsai (2007) nyoman
amygdalopiriform areaként (APir) azonositottunk.&terilet szintén 6sszevetheblt
Atoji és mtsai (2006) munkajaval. Azonbék tébb alterliletben hataroztak meg ezt a
régiot, uagymint caudalis ventrolateralis nidopatiyNCVI), subnidopallium (SuN),
illetve a posterior arcopallialis mag pars compactBoAc). Tovabbi jeleids terliletként
azonositottuk a posterolateralis amygdala (APL)j&g szintén Puelles és mtsai (2007)
beosztasa szerint, amit galambban basalis postarampalliumként (PoAb) Atoji és
mtsai (2006) azonositottak. Kisérleteink nyoman utattuk, hogy az Ac és BSTL
terlletét egyittesen érint beadasaink az @&obekben ismertetett arcopallialis
elhelyezkedds sejtpopulaciokat emelték ki (Hanics és mtsai 201BY utdbbi

megfigyelésiink vilagossa teszi Atoji és mtsai (JQ0&l a BSTL régiora vonatkoztatott
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arcopallidlis bemenetek hasonlésdgat. Azonban Adsjimtsai (2006) munkgjaban
elemzésik az extended amygdalara korlatozédotéhek a BSTL-t) s figyelmen kivl
hagytak az Ac tertletét, ugyanis nem rendelkeztél enmagrol elegednformacioval.
Mindazonaltal eredményeik O6sszevetése nigjeeraz arcopallium altalunk kiemelt
régidinak, mint ventrobasalis éelgyi kapcsolatokat fenntarté régioknak, amygdaloid
terlletként vald osztalyozasat. A galambbol szadmadatokkal Osszevetléen, az
arcopallium jelerits kdzponti tertlete (amygdaloid core — ACo) nendkarojekciot a
BSTL és Ac terlleteire. Ez magyarazhatja Aoki ésain{2006) hazityukban vegzett
centralis arcopallialis 1ézidinak hatastalansagat impulzivitas (,tlrelmetlenség”)
tesztekben. Hasonl6an kimarad a kapcsolodo teki@ta Puelles és mtsai (2007) altal
meghatarozott amygdaloid taenial nucleus (ATn), anviaf-hoz viszonyitott helyzete
miatt nem azonos az Atoji és mtsai (2006) altat [BEhA maggal, ami a vaf-tol tavolabb
helyezkedik el. Fontos megemliteni, hogy a kiteatiet amygdala (EA) mas régidiban
kilénosen az arcopalliummal hatédrosan, megfigykltiovabbi retrogradan jelolt
sejteket, bizonyitva azok BSTL és Ac kapcsolatan(es és mtsai 2016).

Megemlitend, hogy a galamb Ac afferens kapcsolatainak elenkpés¢usband és
Shimizu (2011) altalanos jeltidést figyelt meg az arcopallium nagy részében. Kageén
szembdiné az arcopallium kdzponti részét is magaba foglabbrograd jelzés
ugyanebben a kisérletben. Adataikat az Ac kapcsokit altalanos leirasaiként kozolték
€s sajnos a retrograd eredmények anterogradéetkese nem tortént meg. Sajat
munkankban az amygdaloid arcopalliunizéekben leirt forras-neuronjai altal alkotott
régiokbol anterograd palyajeldlést is végeztinkzava ebzéekben kapott retrograd
eredményeinket. Az APir tertletérszarmazoan igazolddott a BSTL, illetve az Ac
rostrocaudalis szintjeinek jelést projekcios bemenete. A dorsalis és medialis
arcopallialis neuroncsoportoklég a BSTL és az EA terlleteit, illetve az Ac cdisda
részeit érték el rostjaikkal. A rostokiriségét az APir-bdl kiinduléan talaltuk a
legnagyobbnak, amit az a tény is magyaraz, hogprabbi retrograd jelzések is itt

mutattak a forras-neuronok legnagyolinisegét.

6.3 Az amygdalofugalis palya madarban.

Munkank leheivé tette az arcopallium amygdaloid terUletéikiindulé és a
ventrobasalis ékagy teriletét elérrostozat lefutasdnak topografiai leirdsat. A rogiét
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atvonal mentén haladnak, amely@kitoji és mtsai (2006) is emlitést tesznek. Azikgy
valGsziriileg az entds stria terminalisnak megfetepalya, az arcopallium dorsalis szélén
halad6 rostok képviselik. A masik a ventralis @i hatar mentén halado rosthaldzat,
ami valoszifileg az emds ansa peduncularisszal egyendrtélMdodszereinknek
koszonheten a péalyak rostralisabb kovetbstge is lehéwé valt. A dorsalisan halado
rostok a stria terminalis topogréfiai teriiletéra{#mus-striatum kamrai hatarzénajaban)
elhelyezked ventralis amygdalofugalis kotegében (vaf) haladriakabb. Ezutan
athaladnak a subpallialis (extended) amygdala é8SaL teruletén, jol kivehét
terminalis me#kkel tarkitottan, és végul az Ac shell és corel&teibe sugaroznak. A
dorsalis vonulatot kovétrostok az arcopallium dorsalis szintjglilszarmaznak (Hanics
és mtsai 2016). A ventralis vonulatban résztéveostok a rostralisabb tertleteib
indulnak és az EA ventrobasalis részen keresziiéea nucleus basalist és a tuberculum
olfactoriumot. Arcopallialis efferenseket a vengaballidum, a lateralis septum és a
diagonalis koteg is tartalmaz.

Anterograd vizsgalataink egybecsengenek Davies #8in(i1997) munkajaval,
miszerint az arcopallium nagy része ipszilateribgpcsolatot tart fenn. A vizsgalt
arcopallialis tertletekd kiindulva nem talaltunk ellenoldali projekciét &édics et al
2016). A korabban leirt kontralateralis projekcid acopallium anteriusra jelleiz
(Davies és mtsai 1997). E terllet vizsgalatainkimilllesett.

6.4 Az amygdalofugalis palya ventromedialis élagyi vég#deési teriletei.

A ventromedialis €lagy teruleteinek megkllénbdztetése komplex megkiésel
igényel, ugyanis itt taldlkoznak egymassal a vdistratriatum és az amygdala
.Kiterjesztett” régioi (extended amygdala — EA)teklletek egyszércitoarchitektonikai
megkozelitése nem elegéndzok elkilonitéséhez. Immuncitokémiai, kapcsoéi
funkcionalis alapokon hataroztak meg a ma elfogadeihelyezkedésiket és
kiterjedésuket. Kulondsen a neuronalis funkciokkathet) immuncitokémiai markerek
jelents segitséget nydjtanak a citoarchitektonikailagohkisteriletek elkilonitésében,
illetve terileti kiterjedésik meghatarozasabannbgmeérvek alapjan sikertlt az elmult
évtizedben karakterizalni a ventromediali$agly teriletén bellil az Ac-t, illetve
elkiloniteni a centralis extended amygdaldhoz s@w®lvele hataros BSTL teriletet
(Balint és Csillag 2007). A funkciondlis markerekkinhtetében, a DARPP-32
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szignalfehérje jelenléte, illetve hidnya leksgiget biztositott a két terilet viszonylagos
elhataroladsara, vagyis a ventromediali$agly arcopallialis projekcids terileteinek
felosztasara. A DARPP-32 jelenléte mar régota ismamadar agy szamos terlletén
(Durstewitz és mtsai 1998; Roberts és mtsai 2082)opaminoceptiv neuronok fontos
szignal molekulajaként tartjak szamon (Hemmingésimtsai 1987). Kordbban Reiner
és mtsai (1998) szegényes DARPP-32 immunjaliézéamoltak be a BSTL tertiletén,
pontosabban az akkori felfogas szerint 'NST'-kéméveezett magrol. Megfigyeléseik a
DARPP-32 mellett a terllet alacsony P anyag (S#Bltaat is kiemelik bizonyitva, hogy
a mai felfogasban taglalt BSTL tertl@tvan sz6. A DARPP-32 ilyen értelimmarker
szerepét tovabbi munkak is vizsgaltdk és megjwattek (Schnabel és mtsai 1997; Balint
és Csillag 2007). Ezekkel a vizsgalatokkal 6sszbanga teljes striatum terlletén,
beleértve az MSt vetromedialis zonajat képviged-t, DARPP-32 immunreaktiv sejteket
figyeltiink meg, ellentétben a vele hataros BSTLI&tével, amelyet csekély DARPP-32
tartalom jellemzett. Az arcopalliumba adott anteéolgpalyakovet anyag altal megjelélt
rostok, a BSTL hatarat atlépve elérték az Ac teééiilés tagulataikkal a DARPP-32
pozitiv neuronok kornyezetét is behaldztak. Kigérlkben a DARPP-32 immunfestéssel
kombinalt anterograd palyakovetés bizonyitotta rk@tdterllet egyittes bemeneti
érintettségét (Hanics és mtsai 2016).

6.5 A arcopallium ventromedialis elbagyba veti neuronjainak DARPP-32,

calbindin, calretinin, parvalbumin immunhisztokémiaval torténé jellemzése.

Az arcopallialis tertletek DARPP-32 expresszidjatsgalva, annak belsrészei
jelmentességet mutattak. A ventromedialis agytezkilefelbl retrogradan feltoltott
Lforras-neuronok” a DARPP-32 negativ terlilet kometperemén helyezkedtek el.
Azonban néhany kivétélt eltekintve nem mutattak DARPP-32 kolokalizacibéhat az
amygdalofugalis palya forras-neuronjainak teritdBBARPP-32 pozitiv sejtek terlletei
Ovezték, jeleriisebb éatfedés nélkil (Hanics és mtsai 2016). A jéeDARPP-32
immunfestést a kdrnyézcaudolateralis nidopalliumban, illetve az APiriletével
hataros piriform kéregben észleltiik, aminek megfigyéél Schnabel és mtsai (1997) is
beszamoltak korabban. Ugyanezen vizsgalatukbanmiége hogy nagyon éis tirozin
hidroxildz (TH) jelzés mutatkozott a dorsalis éetadorsalis arcopallium tertletében, a
DARPP-32 jelszegénység ellenére. Ezek a terlleteltalunk vizsgalt ADo és APir
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régiokkal azonosak. Tehat a DARPP-32 szignalfehd@gaya nem feltétlendl jelenti a
dopaminerg bemenetek hianyat, hasonl6éan &agghoz. A ventromedialis &gy
kapcsan (Schnabel és mtsai 1997) az akkor még Acszémon tartott BSTL terlletét
DARPP-32 jelben szegény és TH gazdag régiokérk lietaltt megjegyzendl hogy az
eléagy tertletén a TH immunpozitiv rostokat a dopamgnendszer elemeiként tartjak
szamon (Smeets és Steinbusch 1990). A DARPP-3a&®yérje kapcsan leirtak, hogy
jelenléte nem feltétlendl jelent dopaminoceptivegt (Ball és mtsai 1995; Absil és
mtsai 2001).

Az amygdalofugalis neuronok tovabbi jellegzeteskégt kimutattuk a calbindin,
calretinin, illetve parvalbumin kélciumkdfehérjék kifejeddésének hianyat (Hanics és
mtsai 2016). A vizsgalt régiokban attesh megjelentek mindharom fehérjét expresszalé
sejtek, sokszor a forras-neuronokkal kozvetlen szeéaisagaban. Az etsl amygdala
terlleteire altalanosan jellehaindharom kalciumkdét fehérje jelenléte (Pitkanen és
Kemppainen 2002). A kalciumkdt fehérjek expresszidja, madaragy kulonboz
terlletein, szamos esetben segitett funkcionalisaltés idegsejtcsoportok
elkllénitéseben (Gati és mtsai 2014; Husband ésidhi2011; Pfeiffer és Britto 1997,
Roberts és mtsai 2002; Suarez és mtsai 2006)zigycapallium is szamos parvalburhin
calbindin” és calretinifineuroncsoport szinhelye (Cornez és mtsai 2015¢cRobs mtsai
2002). DeFelipe (1997) az etfsl neocortexre vonatkozd attekintmunkajaban,
mindharom kalciumkdi fehérjét a sima nem-piramidalis interneuronokianpezébbnek
tartja, mint a kevés esetben pozitivitast mutat@missejtekre. Hof és mtsai (1999)
szerint a calbindin, calretinin és parvalbumin aguetex gatlé neuronjainak specialis
csoportjait jellemzik. Mindezt egybevetve, a ,fanaeuronok” mindharom kalciumkat
fehérjébl mentes volta egybecseng a jelen disszertaciokaregb korabbi munka
(Hanics és mtsai 2012) eredményével, melyben kittukisghogy e neuronok altal képzett

palyarendszer (amygdalofugalis palya) ser&geiteqi.

6.6 Fejlodési és funkcionalis szempontok.

A ventromedialis €lagy amygdalofugalis bemenetének dorsalis haladasnala
az embs stria terminalisnak felelhet meg. E dorsalis @ahentén, a ,forras-neuronok”

terlleteil indulva, caudo-rostralis irdnyban haladva helgeltiek el az altalunk vizsgalt
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rendszer pallialis és subpallialis (extended) efe@denygdala 6sszetév Ez alapjan
terlleti viszonyuk és fejdési eredetiik is jol leképezhiet

A madar BSTL és Ac teriletét ldggbben behal6zo dorsolateralis arcopallium és
a szomszedos caudalis nidopallium tertleteit adasepallium szarmazékanak tekintik,
és az endls, illetve hilb basolateralis amygdala terilettel homoldg régibkartjak
szamon (Guirado és mtsai 2000; Lanuza és mtsai; MaRinez-Garcia €s mtsai 2008;
Martinez-Garcia €és mtsai 2002; Redies és mtsai 200dnnak etil elters nézetek,
melyek szerint ezek a tertletek inkabb a ventgium szarmazékai (Medina és mtsai
2004; Puelles és mtsai 2000), fenntartva annakdségét, hogy a basolateralis amygdala
egy része is ventralis pallium ereilédbellan és mtsai 2009). Ez egybecseng Moreno és
Gonzalez (2006) elképzeléseivel, amely alapjan letuak (Hanics és mtsai 2016)
kiemelt arcopallialis tertiletek elhelyezkedését meleve, azok fefldési eredete
levezethei. Eszerint az APir (caudolateralis nidopalliummalN€EL -egyditt) a lateralis
pallium szarmazéka, mig az ADo, AHi és AHil teréletvaldszifileg a ventralis
palliumbdl fejbdnek. A (lateralis és ventralis) pallium erddegforras-neuronokon”
(pallialis amygdala) kivil, a rostok haladasa ment&/abbi retrogradan jelzett sejtek
csoportjait azonositottuk. Kulénésen sok tracaitjelneuron mutatkozott az
arcopalliummal medialisan folytonos és kozvetldmitiaros subpallialis terileteken. igy
gyakorlatilag a subpallialis amygdala (SpA) vagysméven az extended amygdala (EA)
sejtcsoportjait azonositottuk. Efsl homologiaval élve, valésiileg a centralis
amygdala magoknak megfeleltethetészeksél van szdé (Vicario és mtsai 2014),
amelyekben szintén jelgist pallialis amygdala eredetafferentaciot mutattunk ki
madarban (Hanics és mtsai 2016).

Az extended amygdala centralis részét képsuabpallialis centralis amygdala
magok és BSTL (Martinez-Garcia €s mtsai 2008), mala a striatum ventralis részét
képed Ac, a ventromedialis éagy terlletein bizonyos foku atfedést mutatnak. Az
atfedés fejpdéstkibl is ered, ugyanis kilonbdzejlodési teriiletekil (subpallialis és
ventralis pallialis domainek) szarmazo neuronokyesghalmazai, amelyek kilonkitHz
migracios folyosokat hasznalva (pl. stria termimalientén), keveredve jutnak el végs
ventromedialis élagyi lokalizaciéjukba (Vicario és mtsai 2015).

A ventromedialis élagy tehat konvergens pallialis amygdaloid bemenieagt

amely kontextualis informacidkat hordoz a félelrekciok feldolgozasaban fontos
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terlletek szamara. A bemenet altal érintett ventdialis ebagy részben a
viscerolimbikus (centralis és BSTL egydtt, vagyentralis EA), részben a jutalmazassal
€és motivacioval (Ac) osszefugdkdzpontok terileteit hordozza magaban. A centralis
amygdala a fazikus félelmi reakciok kivaltasabang m BSTL az elh(z6dé félelmi
valaszokert feldls, amelyek a szorongashoz hasonl6 folyamatok r@@mgarci €s mtsai
2009; Phelps és LeDoux 2005; Walker és mtsai 2008ker és Davis 2008; Walker és
mtsai 2003). Mindkét centralis EA terllet, a pdkiaamygdala bemeneti jeleinek
modalitasatdl fliggen, hypothalamikus és agytorzsi kdzpontokon keiiésElelmi
valaszreakciokat valt ki (Walker és mtsai 2009palliallis amygdala bemenetei a stria
terminalis rendszerén keresztiil az Ac-t is eldgk.a palya altal egyidéjeg hordozott
kontextualis informéacidk érvényre juthatnak a jotakasi és biuntetési valaszok agyi

leképzésében, illetve az ezek alapjan megjetaniéknyomokban.
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7

Kovetkeztetések

» Hazityuk ebagyi kapcsolati rendszerében jelen van azeraimygdalo-accumbikus

palyaval homoldg kapcsolat. Edsl fajokhoz hasonl6an, a palyat képvisakonok

aszimmetrikus morfol6giaju, axospinosus és axodekuas szinapszisokkal

vegzddnek.

Patkdny és hazitydk nucleus accumbenszében édégzamygdala eredét
axonterminalisokban L-Asp és L-Glu serk&mrtminosavak egyarant disulnak, ami

felveti a kotranszmissziod leléstegét.

Hazityak ventromedialis 8agyi limbikus terileteibe az arcopallium meghatatbz
neuroncsoportjai vetulnek. A kiemelt neuronok régo arcopallium perem részein
helyezkednek el. Az arcopallium kdzponti része marnfenn kozvetlen kapcsolatot
ezen ventromedialis &gyi terlletekkel. Feltart &gyi kapcsolatuk alapjan, az
arcopallium altalunk meghatarozott ,perem régi¢elg¢sul APir, ADo, AHil, APL)

az amygdaloid arcopallium részeit képezik.

Az amygdaloid arcopalliumbdl kiindul6 axonok (amwdmpfugalis palyak), két

eléagyi utvonalon haladnak. Az egyik, az émbktria terminalisszal homolég palya,
az arcopallium dorsalis hatara mentén a vaf Utjgrekti meg a ventromedialis
eléagyi tertleteket. A masik, az e#sl ansa peduncularisszal homoldg palya az
arcopallium ventralis részén halad és tovabbi msdlagyi terileteken (tdbbek
kdzott VP, B, TO) végaik.

A ventromedialis €lagy egymassal szomszédos terlleteiben (BSTL ésa&ac)

amygdaloid arcopallium neuronjainak védeései egyarant megjelennek.

Az amygdaloid arcopallium neuronjai a korn§esejtekkel ellentétben nem fejezik ki
a calbindin, calretinin és parvalbumin kalciunmtkéehérjéket.

Az amygdaloid arcopallium teriiletei DARPP-32 szifgt#érjeben gazdag régiokkal

szomszeédosak, azonban sejtjeik dddbbsége nem expresszalja a DARPP-32-t.
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8 Osszefoglalas

A pallialis (basolateralis) amygdala ventrobasaliagyi teruletekkel fenntartott
kapcsolatai biztositjak a félelemmel és szoronddssarziv), illetve a jutalommal és
motivacioval (appetitiv) osszefuggiselkedések alapjait. Ezen kapcsolatok jélsagét
kiemeli az emis fajoktol eltéd fajokban azonositott k6z6s tulajdonsagok megkEteek
szandékaval jelen munkankban madaGallus gallus domesticis kdzponti
idegrendszerében elemeztik az @&okével homolog terlletek kapcsolati mintazatat.
Osszehasonlitd elektronmikroszkopos munkankban ramted palyakovetés és
postembedding L-Aszpartat (Asp) és L-Glutamat (Ghnunogold mddszer egyiittes
alkalmazasaval kimutattuk az efal Rattus norvegicysamygdalo—accumbens és a
homolég madar arcopallio-accumbicus kapcsolatokzadgseinek hasonléan serké&nt
voltat. A ventrobasalis éhgy arcopalliofugalis bemeneteinek részletes elséreé
fluoreszcens palyajeldlést végeztink. Szimultatsketuoreszcens retrograd jeldléssel
kimutattuk, hogy a medialis striatum arcopalliofligabemenetei ventromedialis
tertletekbe (Ac - nucleus accumbens; BSTL - bedewmgcof the stria terminalis pars
lateralis) konvergalnak. Ezen éalyyi terlletekbe fluoreszcens retrogradan ¢elol
koleratoxin béta alegységet adtunk, amely kijel@tearcopalliofugalis palya 'forras-
neuronjait’. A megjeldlt sejtek az arcopallium peen a hatsé, hilaris, dorsalis és
dorsolateralis tertleteken helyezkedtek el. A kiknégiok a lateralis és ventralis pallium
szarmazékai, hasonl6an az émbasolateralis amygdala komplexéhez. Eredményeink
ellendsrzése céljabol a 'forras-neuronok’ terileteibe feszcensen jeldlt anterograd
palyajelob anyagot adtunk. A dorsolateralis arcopalliumbéhkelten sok axon érte el a
célterlleteket. Az arcopalliofugalis rostok két artalon (valészitleg az ends stria
terminalisszal, illetve ansa peduncularisszal h@ggbalyakon) haladtak. A dorsalis
palya az un. ,centralis extended amygdala (EA)BSL, illetve a nucl. accumbens
terlletein  vegédott, amelyeket DARPP-32  szignalfehérje  jelenléténe
immunfluoreszcens azonositasa révén kilonitettinkAz arcopalliofugalis 'forras-
neuronok’ tovabbi elemzése soran kimutattuk, hogypARPP-32 szignalfehérjét,
calbindint, calretinint és parvalbumint nem expréss sejtekél van szo, mikdzben a

kornyez régiokban és sejtekben kifefeltek a fenti szignal- és kalciumkdfehérjek.
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9 Summary

Ventrobasal forebrain affects fear, anxiety (awexsi reward and motivation
(appetitive) related behaviouvsa connections with the pallial (basolateral) amygdal
The importance of these connections is highlightedheir presence and a principally
similar pattern in other non-mammal species. Weehavalysed the connection pattern
of the mammalian homologous regions in the avi@all(s gallus domesticysentral
nervous system. In a comparative electron micrascefudy, with combination of
anterograde tracing and postembedding L-Aspartatgp)( or L-Glutamate (Glu)
immunogold labelling methods, we have shown simgecitatory morphology of the
terminals in the mammalianRéattus norvegicys amygdalo-accumbens and avian
homologue arcopallio-accumbens pathways. For ale@&nalysis of the arcopalliofugal
ventrobasal forebrain connection we have condugtiabrescent tracing approach. We
have shown convergent fiber input to ventromedégions (Ac- nucleus accumbens;
BSTL — lateral part of the bed nucleus of the steianinalis) of ventrobasal forebrain
(including the MSt) from arcopallium by simultansodouble fluorescent retrograde
tracing. Retrograde tracing with choleratoxin Bjeated into these forebrain areas,
yielded the ’'source-neurons’ of the arcopalliofugathway. The labelled neurons were
located at the marginal zones, including posterawrsal, hilar and dorsolateral
subdivisions of the arcopallium. These arcopatégions are derivatives of the lateral
and ventral pallium, like the mammalian basolatgpallial) amygdala. Our results were
verified by injections of fluorescent anterogradecéer to source-neuronal regions. The
dorsolateral arcopallial region showed the mostndant projections to target areas.
Arcopalliofugal fibers followed two routes (the pdde avian counterparts of
mammalian stria terminalis and ansa pedunculdfiers and terminal fields of the
dorsal path were detected in the central extendedydala (EA), BSTL and Ac, which
were visualized by fluorescent immunolabelling &RPP-32 signal protein. Our further
examination on arcopalliofugal 'source-neurons’eaed the absence of DARPP-32
signal protein, calbindin, calretinin and parvalbanexpression, whilst neighboring

regions and cells expressed these molecules.
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