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1. Roviditések jegyzéke
5-HT: 5-hidroxitriptamin, szerotonin
A2AR: adenozin A2A receptor
ACh: acetilkolin
AChR: acetilkolin receptor
aCSF: artificial cerebro spinal fluid
ADP: afterdepolarizing potential (utddepolarizicids potencial)
AE: aktiv ébrenlét
AEC: alvés-ébrenléti ciklus
AMPA: 2-amino-3-(5-metil-3-oxo-1,2-oxazol-4-il) propdnsav
aPC: anterior piriform cortex
ATP: adenozin trifoszfat
BEA: bazilis eldagy
BO: bulbus olfactorius
Cch: karbakol
CGL: corpus geniculatum laterale
ChR2: channelrhodopsin
CGL: corpus geniculatum laterale
CS: colliculus superior
DA: dopamin
DMH: dorsomedidlis hipothalamusz
DnPGi: dorzalis paragigantocelluldris mag
DR: dorzalis raphé magvak
EEG: elektroencefalogram
GABA: gamma amino vajsav
GAERS: Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg
GP: griseum pontis
HT: high threshold, magas kiiszobii
ILO: infralassu oszcillacio
KA: kainat
LA: lassu hullamu alvas
LC: locus coeruleus

LFP: local field potential, lokdlis mezdpotencidl
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LH: laterdlis hipothalamusz

LTD/PPT: nucleus tegmentalis posterolateralis / nucleus tegmentalis pedunculopontinus
LT: low threshold, alacsony kiiszobl

LTS: low threshold spike, alacsony kiiszobli akcids potencidlt
mAChR: muszkarinikus acetilkolin receptor

MD-Thal: mediodorzélis thalamus

mGluR: metabotrép glutamét receptor

NA: noradrenalin

N. Acc: nucleus accumbens

NMDG: N-metil D-glukondt

nRT: nucleus reticularis thalami

NTM: nucleus tuberomamillaris

NyE: nyugodt ébrenlét

PA: paradox alvés

PBN: nucleus parabrachialis

PFZ: parafacialis z6na

PPT: nucleus tegmentalis pedunculopontinus

RMTg: nucleus tegmentalis rostralis

S1: elsddleges szomatoszenzoros kéreg

S2: masodlagos szomatoszenzoros kéreg

SLD: nucleus sub-laterodorsalis

STG: Stargazer

SuM: nucleus supramammillaris

TC: thalamokortikalis

TO: tractus olfactorius

V1: elsddleges vizudlis kéreg

VLPO, ventrolaterdlis preoptikus teriilet

VTA: ventralis tegmentalis area

VIPAG: ventrolaterélis periaqueductalis sziirkedllomany

ZI: zona incerta
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2. Koszonetnyilvanitas

Els6sorban szeretném megkdszonni mentoraimnak — Vincenzo Crunelli-nek, Stuart
Hughes-nak, Zach Mainen-nek €s Juhdsz Gédbornak — az évek sordn nyujtott Onzetlen és
feltétlen szakmai és emberi timogatdast.

Halasan koszondm egykori és mostani munkatdrsaimnak — Ying Bao-nak, Furdan
Szabindnak, GyOri Fanninak, Eran Lotten-nek, Mészaros Addmnak, Molndr Benedeknek,
Piszar Ildikonak, Raffai Timeédnak, Sere Péternek és Zsigri Nikolettnek —, hogy munkdjukkal
kozvetleniil hozzajarultak kozosen elért kutatasi eredményeinkhez.

Héldsan koOszondm egyiittmiikodd partnereinknek — Acsddy Ldészlonak, Berényi
Antalnak, Antoine Adamantidis-nak, Matyds Ferencnek, Tamds Gdbornak és Zaborsky
Laszlénak —, hogy tuddsukkal, kemény munkdjukkal nagymértékben hozzajarultak kutatasi
eredményeink 1étrejottéhez. Koszonettel tartozom mindenkori kollégdimnak — Abrahim
Istvannak, Molndr Gabornak, David Cope-nak, Olah Géasparnak, Barabds Klaudidnak, Szegd
Evdnak, Zoe Atherton-nak, Szepesi Zsuzsdnak, Kocsis Katalinnak, Averkin Robernek,
Szemenyei Viktornak —, hogy segitségiikre mindig szamithattam.

Haldsan koszonom az SZTE AOK Elettani Intézet vezetjének, Sary Gyuldnak,
valamint az SZTE TTIK Elettani, Szervezettani és Idegtudomanyi Tanszék egykori és mostani
vezetdinek, Toldi Jozsefnek és Varga Csabdnak, hogy kutatéi és oktat6i munkdmat tdmogattak.

K6szonom barataimnak — Akosnak, Gergonek, Gobecnek és Sdndornak —, a mindenkori
feltétlen tdmaszt és szeretetet.

Végiil, de nem utolsésorban szeretném megkdszonni a csalddomnak: a feleségemnek,
Evinak, hogy mindig mellettem 4ll, a gyermekeinknek — Jankanak, Lujzinak és Klarinak —
pedig azt a rengeteg szeretetet és melegséget, ami minden drnyat l4thatatlannd tesz. K6szénom
szépen Edesapamnak és Edesanyamnak az évek sordn kapott feltétlen szeretetet és timogatast.
Sajnos Edesapam nem élhette meg a jelen dolgozat létrejottét; ezt a munkat az O emlékének

ajanlom.
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3. Bevezetés és irodalmi hattér

3.1 Az éllapotfiiggd agyi aktivitas

Mir a korai elektroencefalogram (EEG) regisztracidk sordn felfigyeltek arra a tényre,
hogy az agyi elektromos aktivitds allapotfiiggd. Hans Berger megfigyelte, hogy a szem
lehunyasat kovetd nyugodt ébrenléti allapotban az okcipitdlis EEG-n 8-12 Hz frekvencidju
hulldmok jelennek meg, amelyeket elsorendli, vagyis o hulldimoknak nevezett el, fesziilt
figyelem esetén viszont egy kisebb amplitiddji, de nagyobb frekvencidji aktivitds domindl

(Berger, 1929). Az alvas-ébrenléti ciklus

Aktiv ébrelét- Bfy (20-8o Hz)

- Lol A

Lt iasik it oty Wobrisirmrpiminmainy 4 (AEC) kiillonbdzd fazisaiban regisztrélt

Nyugodt ébrenlét- a (8-13 Hz)

Sl o B oo EEG hullamok  szamottevd  eltérést

LANa1- 6 (3-7H2) mutatnak a kiillonbozd éllapotok kozott (1.
AN, WA A AN el VAN Nt i 3 , ) .
abra). Altaldban elmondhat6, hogy a
LA N2 K-komplexek/alvasi orsok- (Bl-lg Hz)

-,-..ww\~..,.mqa.ta-,\.W,w_t,m,hw,r_w'-;r,!-m,y,f-‘,-,‘.ﬂ\«,,,‘.ﬂ-.*‘.* "‘_|,J.,. kiillonb6z6 EEG hullimok amplitidéja
L} i h‘

Csdkkend ébrenlét

LA N3 - Lassi/delta hullamok (0.6/2-4 Hz)
1l . A g 11 ] |
AMVIEA D ah o ml DTV AL R
TAWL] Ala Mgy (Y
! e W W' .'."y'" g '-.1,"’ LA ‘u".l i 'l',' v

LI L B | U |

novekedik, frekvencidja pedig csokken az

M

o | .i}" 0w )

£ Figyelemre mélt6 tehat, hogy agyunk
1. dbra. A humdn EEG dllapotfiiggése. A regisztrdlt
EEG hulldmok domindns frekvencidja és amplitiidoja az
AEC kiilonbizé szakaszai sordn vidltozik. Részletek a
szovegben. Az dbra (Horne, 1988) -as konyvében

megjelent dbra modositott vdltozata. strukturalt aktivitds-mintdzatokat generalni.

ébrenlét  csokkenésével (1.  abra).

szenzoros bemenetek nélkiill is képes

vdltozatos, éallapotfiiggd és rendkiviil

A kiilonb6z6 EEG hullimok szdmos fiziologiai folyamatban jatszanak fontos szerepet;
kozismert példaul a gamma (y) hullimok szenzoros kddoldsban (Fries és mtsai., 2007), az alvasi
orsok és lassud hullimok memoria-konszolidacidban (Diekelmann és Born, 2010), illetve a theta
(0) oszcillacidok térbeli navigicidban (Buzsaki és Moser, 2013) jatszott szerepe. Emlitést
érdemel az a tény is, hogy altalaban az alacsonyabb frekvencidju oszcillacidok képesek a
gyorsabb oszcillaciok amplitiddjat befolydsolni (Lakatos és mtsai., 2008). Az EEG hulldmok
keletkezése alapjaban véve neurondlis szinkronizdcién alapul, viszont ez az egybehangolt
neurondlis aktivitds hatdssal van a halozat szamos alkotéelemének aktivitdsdra, ezért
keletkezésiik sejtes és hdldézati mechanizmusainak megértése mind alapkutatdsi, mind pedig
klinikai szempontbo6l igen fontos feladat. Szamos humdn vizsgalat és allatkisérlet iranyult az

emlitett mechanizmusok feltdrdsdra. Mivel a neurondlis aktivitds monitorozdsa tobbnyire
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invaziv modszereket igényel, ezért ezt
tobbnyire allatkisérletek segitségével

vizsgdljadk. Meglep6 moédon, a rendkiviili
méretbeli kiillonbségek ellenére a kozkedvelt
kisérleti alanyok, a ragcsdlok agyi aktivitasa és
annak 4llapotfiiggése szdmos hasonlésagot
mutat a humdn agyi funkciékkal (2. abra). A
fent emlitett dllapotfiiggés tetten érhetd mind
makroszképikus (EEG), mind pedig az egyedi
neuronok elektromos aktivitdsdnak szintjén.
Mivel az EEG regisztraciokor a jelek nagy
részét a neokortikdlis neuronok aktivitdsa
hatdrozza meg, az ezek hatterében zajlo sejtes
és hdl6zati mechanizmusok feltdrdsa érdekében
legtobbszor a neokortikalis neuronok, illetve a
tertiletek

velik kapcsolatban levo

agyi

neuronjainak aktivitasat monitorozzak.

3.2 A thalamokortikalis rendszer

LFP H

Delta
0.5-4 Hz
Theta
4-9 Hz

Alpha/Beta
10-30 Hz

MMWWUW«\J\]\MW/WW\/\/WNMW
e e e

W
AW A AR~ rmnan

500 ms

Gamma
30-80 Hz

LFP

0.2 mv

Lassul
<1Hz

Delta
0.5-4 Hz

Orsd
11-16 Hz

2. dbra. Egerek kérgi lokdlis mezopontencidljainak
dllapotfiiggése. Az ébrenlét és lassui hulldmii alvds (LA,
alul)  alatt  késziilt  regisztratumok  kiilonboz6
[frekvenciatartomdnyii komponensei kiilonithetok el. Az
dbra Lorincz és Adamantidis 2017-es publikdcidjaban
megjelent dbrdjdnak a modositott vdltozata.

A szenzoros periféria, az agytorzs, a bazdlis ganglionok és az elfagy komplex

neuronhdlézatai k6z¢ ékelodott thalamikus magvak funkciéi rendkiviil sokfélék, de kozos

vonasuk, hogy az agymiikddésiinket adaptiv miikddésre hangoljdk ébrenlét alatt és kapuzzdk

alvds alatt. A régi nézet, amely szerint a thalamusz egy egyszerli dtkapcsolé allomads,

napjainkban idejétmultnak szdmit, kideriilt ugyanis, hogy a bemeneteinek megfeleld-

szelekcidja €és a kimenetek hangoldsa kozé egy komplex, dinamikus és kolcsonds kérgi

parbeszéd illeszkedik, amelynek sordn olyan miikddéseket koordindl, mint példaul az alvis, a

figyelem, a memoria, vagy a beszéd (Steriade és mtsai., 1997).
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3.2.1 A thalamokortikalis rendszer anatomidja

~i xt
CT 54 %\

nR1

N

A dorzalis thalamusz specifikus relémagokbdl, asszocidcids
és intralamindris magokbo6l 4ll. A specifikus szenzoros
relémagokat és az asszociaciés magokat dominans bemenetiik
eredete hatdrozza meg, ez a relémagok esetében az illetd
szenzoros modalitds periférids része, asszocidcids magok
esetén pedig az agykéreg (Sherman és Guillery, 1998;
Bickford, 2015). A thalamikus magok domindns sejttipusa a
thalamokortikdlis (TC) neuron, de bizonyos thalamikus
magokban lokdlis interneuronok is talalhatok. A thalamuszt
hagymahéjszeriien koriilvevd nucleus reticularis thalami

(nRT) gatlosejtjel nem vetitenek az agykéregbe, viszont a

3. dbra. A thalamokortikalis thalamikus gatlas fontos elemei (3. abra). A primer szenzoros

rendszer sejtes elemei és a koztiik
levé  kapcsolatok. Részletek a
szovegben. Az dbra Crunelli és
mtsai-nak 2020-as publikdcidjdban
megjelent dbrdjdnak a mdodositott reprezentacibjiba,
vdltozata.

kérgi

foleg ennek granuldris
rétegébe vetitenek. Az asszocidcidos magok TC
neuronjainak vetitése diffiz, és nem korldtozédik a
granularis rétegre, szdmottevd asszociidciés TC axon
végzodik az elsé kérgi rétegben (4. abra). A TC
projekcidk a kérgi granuldris réteg tiiskés csillagsejtjeit,
piramissejtjeit €s kiilonbozd interneuronjait innervaljak
(3. abra). Az infragranularis rétegek kortikothalamikus
piramissejtjei visszavetitenek a thalamuszba, ahol a TC
neuronokat €s az nRT neuronokat is serkentik. A
kortikothalamikus bemenetek az nRT sejtek esetén joval
erdsebb serkentést valdsitanak meg, mint a TC sejtek

esetén (Golshani és mtsai., 2001).

TC neuronok fokélisan, a megfeleld modalitds elsddleges

Y VB

Lemniscus medialis

4. dbra. Primer szenzoros és asszocidcios
thalamikus magok kérgi kapcsolatai. A zold
nyilak a  domindns  projekcickat, a
narancssdrgdk a modulatorikus projekciokat
jelzik. Roviditések: S1: primer, S2: szekunder
szomatoszenzoros  kéreg, PO:  poszterior
thalamikus mag, VB: ventrobalzdlis thalamusz.
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3.2.2 A thalamokortikalis neuronok fiziol6gidja

A TC neuronok kisiiléssorozatos tiizelésére a 80-as évek

l elején végzett in vitro kisérletekben figyeltek fel legeldszor

o (Llinas és Jahnsen, 1982). Hiperpolarizalt

membranpotencidl mellett egy kiiszob alatti Ca®* 4ram

-65 mV

’\/VL atmeneti lassd depolariziciét, Un. alacsony kiiszobll
/
-75 mV 20mV

500 ms

akciéspotencidlt [LTS, low threshold spike] hoz létre,

amely viszont nagyfrekvencids akcidés potencidl

5. dbra. Thalamokortikdlis neuron
membrdnpotencidlfiiggd tiizelési
mddjai. Részletek a szovegben. Az funkciondlis jelentdségére, ugyanis allapotfiiggd LTS alapi
dbra Leresche és mtsai-nak 1991-es

publikdcidjaban megjelent dbrdjdnak  aktivitast figyeltek meg altatott és alvé dllatok TC
a modositott vdltozata.

kisiiléssorozatot valt ki. Hamarosan fény deriilt a jelenség

neuronjainak regisztracidja sordn is (Hirsch és mtsai., 1983;
Deschenes és mtsai.,, 1984; Domich és mtsai.,, 1986). Az LTS generalasdért a T-tipusi
(tranziens) Ca®* csatorndk felelések, amelyek aktiviciéja -60 mV koriili, ennél
hipopolarizdltabb membranpotencial mellett inaktivalnak. A TC neuronokban jelen 1év0 egyéb
konduktancigk (hiperpolarizécié 4ltal aktivalt nem specifikus kationdram, fesziiltség- és Ca*-
aktivalt K* aramok) a sejteket ritmikus aktivitasra késztetik, ugyanis ezeket egy -65 mV koriili
szik membranpotencidl tartomanyban ritmikus LTS aktivitds jellemzi (Leresche és mtsai.,

1991) (5. abra). A TC neuronok tovabbi hipopolarizaciéja ténusos Na* akcidspotencidlok

generdlasat  eredményezi (5. dabra). A

HT kistlés LT kistlés
ADP : DEEIpS , , . .
Un\: U »klasszikus” TC aktivitds-repertodr tehat ritmikus
s/ lzmv P, c . >
) - ’W U]j jzmv LTS alapu Kisiiléssorozatos és egyedi akcios
om0 1oms potencidlokbdl Osszetevddd ténusos tiizelésbdl
S0MV 50 me s0ms |10mv

all. Az in vitro kisérletek eredményei kimutattdk,
6. dbra. LT és HT kisiilések osszehasonlitdsa.

A négyzettel kijelolt rész nagyitdsa a kisiilések hogy
jobb oldaldn ldthato. ADP: utédepolarizdcios
potencidl. Az dbra Hughes és mtsai-nak 2004-

es publikacidjaban megjelent dbrdjdnak a  egy  (jszerli  Kisiiléssorozatos  tiizeléssel
mdodositott vdltozata.

a  szivargé K"  konduktancidk

csokkentésének hatdsdra bizonyos TC neuronok

jellemezhetdk (6. abra), amely olyan, viszonylag
hipopolarizdlt (-50 mV) membranpotencidlértékek mellett jelentkezett, amelyek
Osszeegyeztethetetlenek az LTS generdldssal, ezért magas kiiszobli [HT, high threshold]
kisiiléssorozatnak nevezték el (Hughes és mtsai., 2002). Ugyanakkor a HT Kkisiiléssorozatok
akcidspotencidljai kozotti intervallum jelent6sen hosszabb, mint az LTS esetén (~15, illetve ~3
ms), és viszonylag éllandd, ellentétben az LTS folyamatosan ndvekvd intervallumaival

(Hughes és mtsai., 2004). Mind az eltérd membranpotencidl, mind pedig a kisiilés egyes
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akcidspotencidljai kozotti intervallum eltérd generalodasi mechanizmusokra utal. Szabadon
mozgé macskidk CGL magjdban extracelluldris elvezetéssel, nyugodt ébrenlét alatt HT
kistiléssorozatokhoz hasonlé aktivitast regisztraltunk (7. abra), de ezek identitasat
intracellularis regisztracidval nem bizonyitottuk be (Hughes és mtsai., 2004). Ennek ellenére a
kisiiléssorozatok kvalitativ és bizonyos kvantitativ tulajdonsdgai szdmottevd hasonlésidgot

mutattak az in vitro szdvetszeletben regisztrélt kisiiléssorozatokkal.

o hullAmok (nyugodt ébrenlét)

SDDms 2DDm5

o. hulldmok (150 mM trans-ACPD)

i TCWHHH%WHH | ?| | ||

——
500 ms 200ms

7. abra. o hullamok alatti neurondlis aktivitds in vivo és in vitro. Szimultdn regisztrdlt TC neurondlis aktivitds és
proximdlis lokdlis mezopotencidl (CGL LFP) sordn megfigyelhetok a hulldmvolgyek alatti kisiiléssorozatok.
Tovabbi részletek a szovegben. Az dbra és Hughes és mtsai-nak 2004-es publikdcidjaban megjelent dbrdjdnak a
modositott vdltozata.

3.3 A thalamokortikdlis rendszer fiziol6gids oszcillacioi
3.3.1 o (8-13 Hz) és 0 (4-7 Hz) oszcillaciok

A nyugodt ébrenlét sordn regisztralt EEG dominans hulldmai az o hullamok (8-13 Hz)
(Niedermeyer, 1993a), amelyek amplitiddja az okcipitdlis teriileteken, a szem lehunyasét
kovetéen maximalis (Berger, 1929), de fontos megjegyezniink, hogy kisebb amplitiddji o
aktivitds nyitott szem esetében is regisztralhaté (Mulholland, 1965).

Az utobbi évtizedben szdmos humdn pszichofiziologiai kisérlet kimutatta, hogy az a
oszcillaciok fontos szerepet jatszhatnak a kiilonbdz0 szenzoros modalitasokban zajlé
folyamatokban (Klimesch, 2012). Péld4ul korrelacié mutathat6 ki az a hullimok frekvencidja
és a reakcios 1d0 kozott (Surwillo, 1961), illetve a kiiszobkozeli ingerek percepcidjat
befolydsolja a stimulus pontos id0zitése az a oszcillacio ciklusan beliil (Busch és mtsai., 2009;

Mathewson és mtsai., 2009). Kordbban az o oszcillaciok alatti neuronalis aktivitasrol
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viszonylag kevés publikalt szakirodalmi adat allt rendelkezésiinkre. Ismert volt viszont, hogy a
vizudlis thalamusz és latokéreg koherens aktivitdst mutat o aktivitds alatt (Lopes da Silva és
mtsai., 1973). Az o hulldimok teljesitménye forditott korrelaci6t mutat a szenzoros
diszkriminécids feladatban val6 teljesitménnyel. A kérgi neuronok aktivitasa faziskapcsolt az
o hullimokkal, mivel a neuronok tiizelése alacsonyabb a hullimcsicsok koriil, mint a
hullamvolgyekben. A neuronok 4tlagos aktivitdsa forditottan korreldlt az o hullamok
teljesitményével, tehdt az o hullimok mind a tiizelés iddzitésére, mind pedig a tiizelési ratara
hatdst gyakorolnak (Haegens €és mtsai., 2011), tovabba az o hulldimok az ébrenlét mértéke €s
kiilonboz6 kognitiv tényezOk fiiggvényében képesek szabdlyozni a neurondlis aktivitdst
(Klimesch és mtsai., 2007; Sauseng és mtsai., 2009; Thut és Miniussi, 2009; Jensen €s mtsai.,
2012). Ugyanakkor a szakkadok is jelentds mértékli faziskapcsoltsigot mutatnak az o
hullamokkal (Staudigl és mtsai., 2017). Kideriilt, hogy az infragranuldris rétegekben regisztralt
o hulldimok fazisa és a szupragranuldris rétegek 0 oszcillicidinak amplitiddja kozott
Osszefiiggés mutathato ki, illetve hogy a két oszcillacio teljesitménye negativ korreldciét mutat
(Spaak és mtsai., 2012), ami egy ujabb bizonyitékot szolgdltat az o hullamok szenzoros
informaciofeldolgozasban jatszott meghatdrozé szerepét illeten.

lehetdsége (Lopes da Silva és mtsai., 1973; Lopes da Silva és mtsai., 1980; Rougeul-Buser és
Buser, 1997), ugyanis macskédk és kutydk EEG o hulldmaival szimultdn koherens aktivitds
regisztrdlhaté a CGL teriiletérdl (Lopes da Silva és mtsai., 1973; Chatila és mtsai., 1993).
Bizonyos esetekben CGL o hulldimok regisztralhatok kérgi o aktivitds hidnydban is, ami
thalamikus keletkezésiik mellett sz61 (Lopes da Silva és mtsai., 1973). A thalamusz o hulliamok
keletkezésében jatszott szerepét a kovetkezo tények is alatdmasztjak: az a hullamok thalamikus
1€zi6k hatdsara csokkennek, vagy akdr teljesen meg is sziinnek (Ohmoto és mtsai., 1978; Terao
és mtsai., 1993; Lukashevich és Sazonova, 1996), az o hullamok alatt fokozddik a thalamusz
agyi oxigénellatdsa (Goldman és mtsai., 2002; Feige és mtsai., 2005) és gliikkdz-metabolizmusa
(Danos és mtsai., 2001; Schreckenberger és mtsai., 2004).

Annak ellenére, hogy szdmos tanulmdny vizsgdlta mar a 0 és a lassi oszcilliciok
cellularis és hdlézati mechanizmusait, az o és 0 oszcilliciok szerepe és keletkezésiik
mechanizmusai kevéssé ismertek. Ennek egyik oka az, hogy az a hullamokat sokdig a figyelem
kimaradésakor jelentkezd melléktermékekként értelmezték, a mésik oka pedig az, hogy az a
hullamok kizar6lag nyugodt ébrenléti dllapotban jelennek meg, altatds alatt teljesen hidnyoznak
aregisztratumokbdl, igy tanulmanyozasuk technikailag nagyobb kihivést jelent, mint az altatott

allatokkal torténd kisérletezés.
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3.3.2 Lassu (< 1 Hz) oszcillaciok
A lassi (<1 Hz)

K-komplexek

e A hulldm a humén EEG
egyik
MMLMV legjellegzetesebb
NG Agykérgi neuronok hulléma, amely
MJL _Jl l I’ I | ' “m™  elsOsorban alvas alatt
- jelenik meg.
nRT neuron -~ Alac sony
l l m | \ [zomy frekvencidju
'y W P

‘:La;fex::;,ﬁﬁ e membréanpotencidl
€ nevron fluktuacidkat eloszor
\ - Lv\ Llji altatott patkany

| & c z potencial
“"\VM \ W*W\ JLJV\ agykérgi

8. dbra. Lassu hullimok alatti agykérgi, nucleus reticularis thalami (nRT) és neuronjainak

thalamokortikdlis (TC) aktivitds in vivo. Mindkét agyteriilet sejtjei esetén a
membdnpotencidl ritmikus fluktudcioi figyelhetok meg aktiv és inaktiv dllapotok
kdzotr. Az dbra Hughes és Crunelli 2010-es, illetve Crunelli és mtsai-nak 2020-as {rtak le (Metherate és
publikdciojaban megjelent dbrdjdinak a modositott vdltozata.

regisztracidja  sordn

mtsai., 1990), viszont
az EEG lassu hullimoknak és celluldris megfeleldiknek, a lassi oszcillicidnak a részletes
leirdsa Mircea Steriade uttor6 munkdssdganak eredményeként latott napvilagot (Steriade és
mtsai., 1993a, 1993b, 1993c). Agykérgi, TC és nRT neuronok altatott macskdkban végzett
intracellularis regisztracidja sordan megfigyelték, hogy a neuronok membranpotenciilja aktiv
(hiperpolarizaci6 mérséklésével €s neurondlis tiizeléssel jellemezhetd) és inaktiv
(hiperpolarizaci6 fokozddasaval és neurondlis aktivitds hidnyaval jellemezhetd) szakaszok
ritmikus (0.2 — 0.9 Hz) ismétlodésébol épiil fel (8. abra). Az aktiv szakaszok az EEG lassu
hulldmok negativ, az inaktiv szakaszok viszont az EEG lasst hullaimok pozitiv komponenseivel
mutattak szoros idobeni Osszefiiggést. A lassu oszcillicid fennmaradt izoldlt eldagyi
prepardtumokban ,.cerveau isolé” (Steriade és mtsai., 1993b), izoldlt agykérgi gyrusban
(Timofeev és mitsai., 2000), illetve in vitro tiléld agykérgi szovetszelet prepardtumokban
(Sanchez-Vives és McCormick, 2000), valamint nagy kiterjedésii thalamikus 1éziok mellett is

(Steriade és mtsai., 1993d).
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9. dbra. Thalamokortikdlis és nucleus reticularis thalami neuronok aktivitdsa lassii oszcilldciok alatt in vivo
és in vitro. Részletek a szovegben. Az dbra Crunelli és mtsai-nak 2018-as publikdcidjaban megjelent dbrdjdnak
a modositott vdltozata.

Mindezek alapjan arra kovetkeztettek, hogy a lassu oszcillicié agykérgi eredetli és a
kortikothalamikus kapcsolatok révén terjed 4t thalamikus teriiletekre. Az in vitro talélo
thalamikus agyszeletekben a neuronok nagy tobbségére delta (5, 2—4 Hz) frekvencidju
membranpotencidl-oszcillacid jellemzo (Leresche és mtsai., 1991). Tovébbi in vitro vizsgélatok
kimutattdk, hogy a TC (Hughes és mtsai., 2002) és nRT (Blethyn és mtsai., 2006) sejtek egy
intrinszek lassu oszcillaciot képesek generdlni kortikothalamikus szinaptikus ingerlés vagy az
la tipusi metabotrép glutamdt receptorok (mGIuR) farmakolégiai aktivacidjanak
kovetkeztében. Az in vitro regisztralt thalamikus lassti membranpotencidl-oszcillacié meglepd
hasonlésdgot mutat az intakt allatokbdl regisztraltakkal (9. abra), és a fazikus serkentd és gatlo
szinaptikus neurotranszmisszié blokkoldsa utdn is fennmarad (Hughes és mtsai., 2002). Az
mGIluR aktiviciét kovetd TC neuron bistabilitds csak fokozott membran hiperpolarizacié
mellett jelentkezett, amelyet gyakran hiperpolarizil6 tartddrammal biztositottak. Az mGluR1a
aktivaciot kovetden, -50 mV koriili membranpotencidlértékek mellett a sejtek egyharmadéandl
ritmikus Kkisiiléssorozatok regisztrdlhatok (Hughes és mitsai., 2002) (lasd 3.2.2 fejezet). A
thalamikus inaktivaciét (Lemieux és mtsai., 2014), illetve a thalamikus T-tipusi Ca’* csatorna
inaktivaciot vizsgdlo kisérletek (David és mtsai., 2013) ravildgitottak a thalamikus aktivitds

aktiv szerepére az alvasi lassu oszcillacié finomhangolasdban. Thalamikus inaktivacié hatasara
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az agykérgi lassu hullamok és alvasi orsok jelentdsen lecsokkentek, ami a thalamusz kiemelt
szerepére utal az alvasi lassu oszcillacié generdldsat illetden (David €s mtsai., 2013; Lemieux

és mtsai., 2014).

3.3.3 Infralassi (< 0.1 Hz) oszcillaciok

A tiz masodperctdl tobb percig terjedd periddusidejli infralassu oszcilliciok (ILO)
agymilkodésiink fontos elemei. Ezeket legeldszor nyulak agykérgi LFP regisztracidinak alapjan
irtdk le (Aladjalova, 1957), de azéta tobb emldsfaj agyi aktivitdsdban (Leopold és mtsai., 2003;
Filippov és Frolov, 2005; Filippov és mtsai., 2007), illetve humdn EEG regisztracidban is
(Vanhatalo és mtsai., 2004) kimutattdk jelenlétiiket. Az infralassu oszcillaciok fontos szerepet
jatszanak a neurondlis aktivitds moduldldsaban, mivel Osszefiiggést mutatnak gyorsabb EEG
oszcillaciokkal (Vanhatalo €s mtsai., 2004), magatartastesztekben a kisérleti dllatok vagy
vizsgélati személyek teljesitményével (Fox és mtsai., 2007; Monto €s mtsai., 2008; Lecci és
mtsai., 2017) és kiilonb6zd epilepszids rohamok eldforduldsaval is (Parrino és mtsai., 2000;
Eisensehr és mtsai.,, 2001; Vanhatalo és mtsai., 2004). Létrejottiikk celluldris és haldzati

mechanizmusai viszont ismeretlenek voltak.

3.4 A thalamokortikalis rendszer miikodésének neurondlis szabalyzdsa

A thalamokortikdlis rendszerben zajlé serkentd és gétld szinaptikus folyamatok
intenzitdsit és ardnyat a kiillonb6z6 neuromoduldtor rendszerek hatdrozzdk meg; ezek
fiziologids és patolégids folyamatokban jatszott szerepe kozismert. Egyes neuromoduldtor
rendszerek kiemelt szerepet jdtszanak a szinkron neurondlis folyamatok szabalyozasdban
(Fisahn és mtsai. 1998). J6l ismert, hogy a kortikothalamikus visszacsatolds képes o
oszcillacidkat generdlni a tulélo thalamikus agyszeletekben mGluR aktivacio 4ltal, illetve az,
hogy ezeknek a receptoroknak a blokkoldsa csokkenti az EEG szintjén regisztrdlhaté o
oszcillaciokat (Hughes és mtsai. 2004). Tehét leszallo modulatorikus hatdsra a kortiko-thalamo-
kortikalis hal6zat képes szinkron elektromos aktivitdst generdlni. Joval kevésbé ismertek

viszont a felszallo rendszerek modulatorikus hatasai az a és lassu oszcillacidkra.
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10. dbra. Alvis és ébrenlét-szabilyzé neuronhdlézatok. Az dbra az egyes NAASt gyakorolni

agyi dllapotokat (ébrenlét: zold, LA: kék, PA: lila) szabdlyzo legfontosabb
neurondlis elemeket tartalmazza. (Roviditések: A2AR, adenozin A2A receptor;
BEA, bazilis eléagy; DA, dopamin; DMH, dorsomedidlis hipothalamusz; DnPGi,
dorzélis paragigantocelluldris mag; DR, dorzélis raphé mag; LC, locus coeruleus;
LH, laterdlis hipothalamusz; LTD/PPT, nucleus tegmentalis posterolateralis /
nucleus tegmentalis pedunculopontinus; MD-Thal, mediodorzélis thalamus; N.
Acc, nucleus accumbens; PBN, nucleus parabrachialis; PFZ, parafacidlis z6na; £ "
PPT, / nucleus tegmentalis pedunculopontinus; RMTg, / nucleus tegmentalis (SChUItZ’ 2007)’ €s ennek fOICg
rostralis; CS, colliculus superior; SLD, nucleus sub-laterodorsalis; SuM, nucleus
supramammillaris; NTM, nucleus tuberomamillaris; VLPO, ventrolateralis
preoptikus teriilet; GP, griseum pontis; VTA, ventrdlis tegmentalis area; VIPAG,
ventrolaterdlis periaqueductalis sziirkedllomdny; ZI, zona incerta). Az dbra Oesch
és Adamantidis 2018-as publikdcidjdban megjelent dbrdjdnak a modositott
vdltozata.

rendszer sszamos fiziologids és patologids folyamatban jatszik fontos szerepet (Liu és mtsai.,

célteriileteikre. Ezt a jelenséget
a dopaminerg rendszer

vizsgélatakor azonositottak

a célorientdlt magatartisok
szabdlyozdsdban van

jelentdsége. A szerotoninerg

2014). Ugyanakkor a szerotoninerg sejteket tartalmazé dorzdlis raphe mag (DR) egyes
neuronjainak aktivitdsa egyértelmli korrelaci6t mutat bizonyos szenzoros eseményekkel
(Ranade és Mainen, 2009). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a szerotonin fontos szerepet
jatszhat a szenzoros informacidfeldolgozasban, viszont pontos szerepe mindeddig tisztazatlan

maradt.

3.5 A thalamokortikélis rendszer patologids oszcillacioi

3.5.1 Az absence epilepszia tiiskehullam kisiilései

Az absence epilepszids rohamok {0 tiinetei a kovetkezOk: rovid ideig tartd tudatvesztés,
pillanatnyi cselekvésképtelenség és az EEG-n megjelend 2.5—4 Hz-es tiiske-hullam kisiilések
[spike and wave discharge, SWD] (11. abra) (Crunelli és mtsai., 2020). Az elsGsorban
gyermekek és tizenévesek korében gyakori nonkonvulziv absence rohamok az esetek 60%-aban

olyan neurolégiai és pszichidtriai tiinetekkel jarnak, mint példdul a hiperaktivitds vagy a
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11. dbra. Az absence epilepszia generalizdlt tiiske-hullam kisiilései. Az
dbra Cerminara és mtsai-nak 2012-es publikdciojdban megjelent generalizdcidjaban,

dbrdjdnak a modositott vdltozata.

fenntartdsaban és
megsziintetésében. Szdmos, a fentieckben mar emlitett fiziol6gids oszcillacidhoz hasonldan az
SWD-k is a thalamo-kortiko-thalamikus rendszerben keletkeznek (Crunelli és mtsai., 2020). Az
absence epilepszidban érintett agyteriiletek neuronjainak aktivitdsit allatmodellekbdl ismerjiik,
human invaziv regisztraciok csak igen ritka esetekben késziilnek (Williams, 1953).

A GAERS [Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg] az absence epilepszia
egyik legszélesebb korben ismert €s validalt ragesdlé modellje, amelyet Wistar patkanyok tobb
generdcios keresztezésének €s szelekcidjanak eredményeként hoztak Iétre (Danober és mtsai.,
1998). JellemzOi a gyakori ~7 Hz-es SWD-k, amelyek megjelenésiikben és farmakolégiai
profiljukban szdmottevo hasonlésdgot mutatnak a huméan rohamok soran regisztralt SWD-kel

(12. abra).
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12. dbra. Generalizdlt rohamok humdn absence epilepszids betegekben (bal oldal, fMRI) és GAERS
patkdanyokban (jobb oldal elektrogrdfids felvételek). Roviditések: LO: laterdlis orbitorfontalis, CG: cingularis, PC:
precuneus, LF: laterdlis frontalis, LT: laterdlis temporalis, LP: laterdlis parietdlis, S1j: jobb elsddleges
szomatoszenzoros, S1b: bal elsddleges szomatoszenzoros, M1j: jobb elsddleges motoros kéreg, M1b: bal elsddleges
motoros kéreg, Alj: jobb elsédleges auditorikus kéreg, A1b: bal els6dleges auditorikus kéreg, mPFCj: jobb medidlis
prefrontalis kéreg, mPFCb: bal medidlis prefrontalis (kéreg), VBj: jobb thalamikus ventrobazalis mag, VBb: bal
thalamikus ventrobazélis mag. Az dbra Bai és mtsai-nak 2010-es, illetve McCafferty és mtsai-nak 2018-as

publikécidiban megjelent dbrak a médositott valtozata.

A Stargazer (STG) egerekben gyakoribb €s hosszabb rohamok figyelhetéek meg, mint
mads absence epilepszia modell egértorzsekben (Noebels €s mtsai. 1990, Letts 2005). Ezekben
az egerekben egyetlen, a 15-6s kromoszémat érint6 recessziv mutacio taldlhatd. Ennek hatdsara
a Cacng?2 génbe egy transzpozon €kelddik be, ami csokkent Cacng?2 expressziot eredményez
(Chung és mtsai. 2009). A Cacng2 a fesziiltségfiiggd Ca®* csatornak y2 alegységét kddolja,
valamint a stargazin fehérje termeléséért felelds. A stargazin fehérje fontos szerepet jatszik
példaul a  2-amino-3-(5-metil-3-0xo0-1,2-0xazol-4-i11)  propansav  (AMPA) receptor
Htrafficking”-ben. Ha az STG-ben nem megfelelo a ,trafficking”, akkor sériil a serkentd
szinapszisok ultrastruktirdja, valamint ez hozzdjarul az STG egerek ataxids fenotipusdhoz. A
Cacng2 gén muticiéjanak kovetkeztében a thalamikus fesziiltségfiiggé Ca®* csatornik

miikodése megvaltozik, ami hozzdjirul az EEG-ben megjelend SWD-k generédldsahoz.
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3.5.2 A tiiske-hullam kisiilések mechanizmusai
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~VVUUUULUL e/ et™ % periordlis  régiéjaban  keletkeznek
- T2o0mv, (Meeren 2002, Struder és mtsai. 2018)

és az infragranularis kérgi rétegek

C‘l"l‘-':‘,‘.‘-‘. "‘..,w---
M‘/ \/ "v' ‘v ‘J ',“‘JVVJV*"/»——— T_tipusu Caz+
csatorna kistléssorozat]

[VAVAVAYATAY,
principdlis sejtjei kiemelt szerepet

. . . - . . . jatszan a rohamok inditdsdban
13. abra. Az absence epilepszia cellularis mechanizmusai, in jatszanak

vitro. Részletek a szovegben. Az dbra Crunelli és mtsai-nak (Polack és mtsai., 2007). Az emlitett
2020-as publikacidjdban megjelent abrdjanak a modositott ’
véltozata. kérgi teriilet farmakoldgiai

inaktivacidja hatékonyan megsziinteti a rohamokat (Polack és mtsai., 2009). A humén absence
epilepszia kezelésében is hasznélt Ethosuximid az elsddleges szomatoszenzoros kéregbe
juttatva hatékonyabban sziinteti meg a rohamokat, mint motoros kérgi vagy thalamikus beadast
kovetden (Richards és mtsai., 2003; Manning és mtsai., 2004).

A SWD-k celluldris mechanizmusainak megértése sokdig az in vitro tilél6 agyszeletben
végzett kisérletek eredményein alapult. Az in vitro modellben mind a TC, mind pedig az nRT
gétl6sejtjeit hiperexcitabilitds jellemzi, és mindkét sejttipus T-tipusi Ca** csatorna medialt
kistiléssorozatokat

EEG Ll
generdl minden SWD [HALLLL O VL |20 pv

ciklus alatt (13. dbra). | % RS MLLM“ L MMNM
J (L
R

Tehat a két sejttipus
hiperexcitabilitdsanak K llluuulL Lu
és kolcsonos

. . : nRT
szinaptikus AR\ /2 ) W

interakcidjanak

kovetkezményei az

SWD-k (von Krosigk és 14. dbra. A tiiske-hullam kisiilések sejtes mechanizmusai. Szeddlt GAERS

patkdnyok kérgi és thalamikus neuronjainak membrdnpotencidl regisztrdcioi

mtsai., 1993; Bal é& iktdlis és interiktdlis szakaszokban. Roviditések: EEG: elektroencefalogram, RS:
mtsai., 1995a, b; reguldris tiizelésii kérgi neuron, K: kosdrsejt, nRT: nucleus reticularis thalami

gdtlosejt, TC: thalamokortikdlis neuron. Az dbra Crunelli és mtsai-nak 2020-as
McCormick és publikdcidjdaban megjelent dbrdjdnak a médositott vdltozata.

Contreras, 2001). A fokozott ritmikus tiizelés szeddlt €s altatott allatokban regisztralt nRT €s
agykérgi (serkentd és gatld) neuronok aktivitdsat egyardnt jellemzi (Slaght és mtsai., 2002;

Polack és mtsai., 2007; Chipaux és mtsai., 2011; Williams és mtsai., 2016), de a TC neuronok
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nagy részének aktivitasa a legtobb SWD ciklus alatt elmarad (14. abra) (Steriade és Contreras,
1995; Pinault és mtsai., 1998; Pinault és mtsai., 20006). Eber Stargazer egerek latokérgi
neurondlis aktivitdsdnak monitorozdsa sordn kideriilt, hogy az agykérgi neuronok dontd
tobbsége (mind a serkentd, mind a gitld sejtek) nem rendelkezik fokozott iktélis aktivitdssal,
illetve a neurondlis aktivitast fokozott heterogenitas jellemzi (Meyer €és mtsai., 2018). A fenti
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az in vitro tdlélo agyszelet, illetve a szedalt
prepardtumokbdl szdrmazé eredmények jelentds eltérést mutatnak az éber prepardtumok
regisztraciditdl. Ez a jelenség nem tjkeletli: koztudott, hogy a szenzoros ingerek altal kivaltott
serkentés €s gitlds egymds tiikorképei altatott dllatokban, viszont éber édllapotban a gatld
konduktancidk dominédlnak (Haider és mtsai., 2016). A kiilonbdz6 agyi funkcidk valds sejtes és
hdlézati mechanizmusainak feltdarasa érdekében érdemes tehat éber allatok neurondlis
aktivitasat regisztralni akkor is, ha ez technikailag joval nagyobb kihivést jelent, mint az altatott

preparatumokkal torténd kisérletezés.

19



dc_1964 21

dc_1964_21

4,

Célkituizések

A thalamokortikdlis neurondlis aktivitds dllapotfiiggésének meghatarozdsa ébrenlét

alatt

Az a oszcillacidk keletkezési mechanizmusainak feltardsa a thalamuszban

Az a oszcillacidk a thalamikus hdlézat aktivitisara gyakorolt hatdsdnak feltdrdasa
Az infralassu oszcilldcidk keletkezési mechanizmusainak feltardsa a thalamuszban

A kolinerg neuromoduléci6 agykérgi alvasi lassu oszcillaciora gyakorolt hatdsanak

feltardsa
A szerotoninerg neuromodulécié szaglokérgi hatdsainak és szerepeinek tisztazasa

Az agytorzsi raphe mag és a laterdlis hipothalamusz kolcsonhatdsainak szerepe az

ébrenlét fenntartasaban

Az intrinszek és hdl6zati thalamokortikalis mechanizmusok szerepei az absence

epilepszia tiiske-hulldm kisiiléseinek generdlasdban
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3. Anyagok és mddszerek

5.1  Invitro elektrofiziolégia

Az in vitro elektrofiziol6giai regisztraciohoz felndtt egerek szaglokérgébol, elsddleges
szomatoszenzoros kérgébdl, szomatoszenzoros thalamuszabdl, vagy agytorzsi raphe magjabol
készitettiink tulélo agyszeleteket. Ennek egyik limitdld tényezOje, hogy felndtt allatokbdl
kiillonosen nehéz megfeleld, egészséges agyszeletet eldéllitani. Az 4altalunk hasznalt
szeletkészitési protokoll csokkenti a passziv natrium- és vizaramlast, ezaltal jobban védi az
idegsejteket a szeletelés okozta sériilésektdl. (Ting és mtsai. 2014). Az allatokat
ketamin/xillazin oldattal (d6zis: 80/10 mg/kg) altattuk, majd transzkardidlisan perfundéltuk 4-
5 ml 4°C-os karbogénnel (95% O, 5% CO;) buborékoltatott N-metil D-glukonat (NMDG)
tartalmu mesterséges agy-gerincvel6i folyadékkal. A perfiizi6 utdn az allatokat dekapitaltuk, €s
az agy kiprepardlasat hiitott, buborékoltatott véagoéoldatban végeztiikk, majd vibrotém
segitségével a raphe magbdl vagy a szaglokéregbdl 320 pm vastag korondlis metszeteket
készitettiink. A szeleteket 12 percen 4t 32-34 °C-os NMDG oldatban inkubaltuk, majd 17 °C-
os HEPES oldatba helyeztiik, és ebben taroltuk. Ezt kovetden a regisztrdlni kivant neuronokat
infravords videomikroszk6p rendszer segitségével tettiik lathatova, és whole cell patch clamp
technikdval regisztriltuk egy perfuzids kamrdban. A kérgi oszcilliciok tanulmanyozdisa
céljabol 4-8 hetes egerek neocortexébdl készitettiink korondlis sikban metszett taléld

agyszeleteket, majd szobahOmérsékleten inkubdéltuk a regisztracidig.

A szaglokérgi afferens és asszocidcios szinaptikus vdlaszokat 3-5 MQ ellendllasu aCSF
tartalmu iivegelektrodakkal regisztraltuk az 1b rétegben. Az afferens stimuldciot a laterdlis
szaglokoteg, az asszociaciOs stimuldciot a piramissejtben elhelyezett koncentrikus bipolaris

ingerldelektroddkkal végeztiik (0.1 ms, 0.1-0.3 mA).

A thalamikus oszcilliciok mechanizmusait vizsgdlé kisérleteinkhez 8-12 hetes
macskdkat haszndltunk. Mély izoflurdn altatasban a koponyacsontot dvatosan felnyitottuk, az
agyat eltavolitottuk a koponyaiiregbdl, és a thalamuszt tartalmazé blokkot készitettiink. Ezt
kovetdéen 4°C-os mesterséges agy-gerincveldi folyadékban a corpus geniculatum laterale
(CGL) és a ventrobazalis thalamuszbdl saggitédlis sikban metszett, tdlélo agyszeleteket
készitettiink. A szeleteket 30 percig 35°C-on, majd szobahdmérsékleten inkubaltuk, ezutdn egy
mérOkamrdba keriiltek elektrofiziologiai regisztracid céljabol. Thalamokortikalis sejtekbdl €s

thalamikus interneuronokbdl szimultdn intra- és extracelluldris elvezetéseket végeztiink. A
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kiillonbdz6é oszcilldcidkat metabotrép glutamdtreceptorok és/vagy kolinerg receptorok
agonistaival véltottuk ki. Az intracellularis elektréddban levd Biocytin segitségével a

regisztraciot post hoc morfoldgiai rekonstrukcio kovette.

5.2 Szimultdn egysejtaktivitds mérés €s lokdlis anyagbeadds szabadon mozg6 allatokban

Két sajat készitési, 12—-16 db. 25 um-es atmérdjii szigetelt platinaszalbdl 4allo
elektrodkoteget és egy proximalis mikrodializis préob kaniilt helyeztiink felndtt macskdk CGL
teriilete fOl¢ altatds alatt. A dializis prob és az elektr6dak mozgatédsit egy kézi mikromozgatéd
biztositotta, amelyet fogdszati cementtel a koponyacsonthoz rogzitettiink. Az okcipitélis
csontba bilaterdlisan EEG csavarelektroddkat iiltettiink be. A felépiilés szakaszaban (5 nap) az
allatok lokdlis és szisztémikus antibiotikumos €s analgézikus kezelést kaptak. A thalamikus
egysejtaktivitds regisztraciohoz a beiiltetett mikroelektrédakat 6vatosan mozgattuk a célteriilet
felé (max 0,1 mm/nap). Stabil egysejtaktivitds regisztrdldsa esetén mikrodializis prébot
helyeztiink a mikroelektréddk kozvetlen kozelében levd kaniilbe. Minimum 1 6ras
kontrolliddszakban a thalamikus sejt(ek) elektromos aktivitdsat mesterséges agy-gerincveldi
folyadék perfizioja mellett (1 upl/perc 4ramldsi sebességgel) vizsgaltuk. Ezt kovetden
elkezd6dott az anyagbeadas, majd ennek kimosdsa. A regisztraciok tobbsége nyugodt ébrenlét

alatt tortént, amikor az okcipitdlis a oszcillacié a legprominensebb.

3.3 Extra- és intracellularis regisztracio szovetszeletben, altatott és éber dllatokban

A sztereotaktikus késziilékbe befogott vagy immobilizalt dllatok koponydjdn, 1 mm
atmérdjii részen a csontlemezt levékonyitottuk fogdszati firdval. Ezutan mikroszkép alatt
eltavolitottuk a vékony csontlemezkét. Az extra- €s intracellularis regisztracidhoz a dura matert
behasitottuk egy nagyon apré részen, és az elektrodit Ovatosan az igy keletkezett résbe
helyeztiik, majd mikromanipuldtor segitségével 1-2 um-es I€pésekben haladtunk.
Intracelluldris regsiztracidhoz 0,2 pum hegyii, 30-50 MQ ellendllasu, 1M-os K-acetét oldattal
toltott tivegelektrédakat haszndltunk. Néhdny esetben az inhibitdrikus szinaptikus potencidlok
regisztrdldsa érdekében a neuronokat 0 mV-os membréanpotencidl értéken regisztraltuk, ahol az
IPSPk amplitiddja nagyobb, mint a nyugalmi membrinpotencidl érték kozelében. Ilyen

esetekben az eclektrédakat 2 M-os Cs-acetat és 50 mM-os QX 314 oldattal tolottiik. Az
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elektroda-potencidl hirtelen negativ irdnyba irdnyuld valtozdsa és a nagy amplitiddja
akcidspotencidlok jelenléte jelezte az elektroda sejtmembrdnon beliili helyzetét.
Adatelemzéshez csak azokat a regisztratumokat hasznaltuk, amelyek esetén a neuron
membranpotencidlja stabil és negativ tartdaram hidnyaban sem hipopolarizaltabb -50 mV-nal,
illetve az akciés potencidlok csicsa 0 mV vagy anndl pozitivabb értékli. A legrovidebb
intracellularis regisztratum 5 percig, a leghosszabb altatott allatbol késziilt intracellularis
regisztratum 70 percig, éber allatbdl 55 percig, in vitro intracellularis regisztratum pedig tobb,

mint 5 Ordig tartott.

Az extracelluldris akcidspotencidlok elvezetéséhez néhdny esetben a ,loose-cell
attached patch clamp” technikat alkalmaztuk. Az 5—7 MQ ellendlldsu intracelluldris oldattal
(0sszetétel mM-ban: 126 K-glukonat, 4 KCI, 4 ATP-Mg, 0.3 GTP-Na2, 10 HEPES, 10 kreatin-
foszfat, 8 Biocytin, pH: 7.25; ozmolaritds: 275 mOsm) pipettat a szovetszeletben vagy intakt
preparatumok esetén az intakt dura materen keresztiil vezettik 1-2 pm Iépésekben a
célteriiletre, és a pipetta konduktancidjat folyamatosan ellendriztik fesziiltség-zar
tizemmoddban. A konduktancia csokkenése legtobbszor a pipettahegy membrannal vald
érintkezésekor figyelhetd meg, ilyenkor az eddig jelen levd pozitiv nyomast megsziintettiik,
majd ovatos szivassal biztositottuk a megfeleld kontaktust a sejtmembrannal. Mas esetekben a
sejtek akcids potencidljait a proximadlis lokalis mezdpotencidllal szimultdn médon regisztraltuk
aCSF tartalmu 5-20 MQ ellenélldsu elektrodakat hasznalva. A mezdpotencidlokat 0.1-200 Hz
tartomdnyban, az extracelluldris akciés potencidlokat 0.3-6 kHz tartomdnyban szlrtiik.
Amennyiben a pipettank a regisztralt neuron kdzvetlen kozelében helyezkedett el megprobaltuk
a regisztralt sejtet a pipettdban levo Biocitynnel feltdlteni tigy, hogy az erdsito segitségével 1-
4 nA, 500 ms, 0.5 Hz anodalis dramot injektaltunk juxtacellularis sejtdltést alkalmazva (Pinault,

1996). A feltdltott neuronokat standard hisztologiai médszerekkel tettiik lathatova.

Bizonyos akut és kronikus kisérletekben tobb neuron szimultdn aktivitdsanak
regisztrdldsa céljabol sokcsatornds (16 vagy 32) Si-elektréddkat haszndltunk. Akut
kisérletekben ezeket egy motorizdlt mikromanipulatorral mozgattuk (Scientifica, EK) 1-2 um
lépésekben. Kronikus kisérleteink sordn a Si-elektroddkat egy altalunk készitett manudlis
mikromanipulatorra ragasztottuk, majd a manipuldtort a koponyacsonthoz rogzitettik. A
szimultdn szomatoszenzoros kérgi és szomatoszenzoros thalamikus regisztraciok esetén a 32
csatornds Si-probok kérgi és thalamikus poziciondldsa sztereotaxikus koordinatdk szerint
tortént, de az elektréddk pontos lokalizdcidjat a bajusszdlakra torténd inger hatdsdra fellépd
neuronaktivitas latencidja 4ltal hataroztuk meg.
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Az éber allatokban a neurondlis aktivitas regisztracidja azonos volt az altatott allatokban
leirtakkal, de a regisztraciét megel6zden koponyacsontjukhoz egy rozsdamentes acélrudat
cementeztiink, ezzel fijdalommentesen rogziteni lehetett az 4llatok fejét a regisztracid
idotartamdra (3—4 orédra). Az immobilizacié okozta stresszt ugy minimalizdltuk, hogy az
allatokat napi rendszerességgel kézhez szoktattuk, majd egyre novekvo ideig rogzitettiik fejiiket
a mérohelyen. Néhany napos beszoktatds utan az allatok jol toleraltak a fejrogzitett rezsimet €s
allapotuk rendszeresen fluktudlt aktiv ébrenlét, nyugodt ébrenlét, lassi hullimua alvas és

paradox alvés kozott.

3.4  Gyors, specifikus stimul4cié optogenetikai médszerrel

Fényérzékeny kationcsatorndt  (channelrhodopszin, ChR2) expresszaltattunk
szelektiven az agytOrzsi dorzalis raphe magvak szerotoninerg vagy GAB Aerg sejtjeiben SERT-
cre (serotonin transporter-cre) (Zhuang €és mtsai., 2005) vagy VGAT-cre egérvonalat (Vong és
mtsai., 2011) haszndlva. A ChR2-t és fluoroflort kddolé6 DNS-t cre dependens adenoasszocidlt
virusfertdzés segitségével juttattuk a sejtekbe. A virusfertdzés utdn néhany héttel prominens
ChR2 expressziot tapasztaltunk a fert0zott teriileten. Az expresszio szelektiven a szerotoninerg
vagy a GABAerg sejtekben kovetkezett be, amelyet immunhisztokémiai mddszerek
segitségével bizonyitottunk. Az in vitro agytorzsi tiléld szeletekben ,,patch clamp” technika
segitségével a ChR2-EYFP expresszalo sejtek elektromos aktivitdsat regisztraltuk, mikozben
rovid fénypulzusokkal vilagitottuk meg a szeletet. A regisztrilt sejtek minimélis intenzitasu
fény hatdsdra elhanyagolhaté latencidval és igen nagy hatékonysdggal akcidospotencidlokat
generdltak. Mindezek alapjan azt feltételeztiik, hogy fény hatdsdra a szerotoninerg neuronokban
generdlt akcidspotencidlok szerotonin leaddshoz vezetnek a szerotoninerg sejtek projekcids
tertiletein. Ezt kdvetOen azt vizsgaltuk, hogy milyen hatdssal van a szerotoninerg sejtek gyors
fotostimuldcidja a szaglokéreg neuronjainak elektromos aktivitdsara. ChR2-EYFP-vel fert6zott
egerek raphe magja f61€ optikai szalat iiltettiink be, amelyet egy 473 nm-es 1ézer fényforrashoz
kapcsoltunk. Ezzel egyidoben az egerek szaglokérgébe elektréddkat helyeztiink el, amellyel a
sejtek elektromos aktivitasit monitoroztuk. Az olfaktorikus stimuldciot sajat készitésh
olfaktométerrel végeztilk. A szaglokérgi neuronok spontdn és szagingerek altal kivaltott
elektromos aktivitdsit szerotoninerg stimuldcid jelenlétében, illetve hidnyaban is vizsgdltuk

majd az eredményeket Osszehasonlitottuk egymassal.
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Az LH és a DR kapcsolatdnak feltarasat célzé kisérletekben AAV-syn-ChR2-Venus
viruskonstruktot injektdltunk vad tipusu egerek LH teriiletére, ami panneurondlis ChR2
expressziot eredményezett az LH teriiletén. A GABAerg LH-DR kapcsolat feltardsat célzo
kisérletekben AAV-DIO-ChR2-tdTomato viruskonstruktot injektaltunk VGAT-cre egerek LH

teriiletére, amely szelektiv ChR2 expressziot eredményezett az LH GABAerg neuronjaiban.
3.5  Pupilometria

Eber egerek agyi dllapoténak preciz meghatdrozasa érdekében pupilometridt hasznaltunk. Az
immobilizalt dllatok szemgdlydjat egy infravords fénykibocsaté diddaval vilagitottuk meg és
pulilldjukat egy infravorés kamerdval monitoroztuk az elektrofiziologiai regisztracidval
parhuzamosan. A pupilometria és elektrofizioldgiai jeleket ugy szinkronizaltuk, hogy a
szemgOlyd megvilagitdsit minden percben 3 ms-ig kikapcsoltuk, a fénykibocsaté didda
vezérlését az elektrografids jelekkel egyiitt rogzitettilk és Osszehangoltuk a megvildgitas
hidnydban keletkez6 fekete képekkel. A pupilometrids videot alkoté képeken a pupilldt egy
sajat fejlesztésli Image] kornyezetben irt aplikdcioval detektdltuk és a pupilla atmérdjét az
Osszes éallatbol késziilt felvétel eetén a legsziikebb, illetve a legtdgabb atmérd kozott

normalizaltuk.

3.6  Farmakolégia

In vitro kisérleteinkben az aCSF-ben oldott anyagokat a perftiziés kamrdhoz adtuk, vagy a
regisztrdlt neuron sejttestének kozvetlen kornyezetébe elhelyezett (40-60 um) patch-clamp
pipetta segitségével juttattuk a sejthez. A pipettit az alkalmazni kivant anyaggal toltottiink fel
és 2 s-os idOtartamud, ~200 mbar nyomadssal juttattunk a regisztrdlt neuron kozelébe. Az
elsddleges vizualis kéreg farmakoldgiai inaktivacidjat 200 nL, 1 mM-os muscimol oldattal

végeztik.

3.7 A regisztrdlt neuronok azonositdsa

A regisztralt neuronok azonositdsa morfologiai és/vagy fiziolégiai kritériumok szerint tortént.
A morfoldgiai azonositas esetén figyelembe vettiik a sejttest alakjat és méretét, a dendrit- és
axonarborizacié alakjit és a sejt lokalizdcidjit. Fizioldgiai azonositds esetén az akcids

potencidlok félszélességnél mért idotartamat vettiik figyelembe. A CGL teriiletén a 0.35 ms-nal
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rovidebb félszélességli akcios potencidlokat lokalis interneuronoktdl, a 0.35 ms-nal hosszabb
félszélességli akcids potencidlokat thalamokortikalis neuronoktdl szarmazénak véltiik. A
szomatoszenzoros thalamusz esetén, ahol lokalis interneuronok nem taldlhatok, az akcids
potencidlok thalamokortikalis neuronok sejttestébdl vagy nRT axonokbdl szérmazhattak az
akciés potencidlok félszélessége, illetve az interspike-intervallum sajitossdgai alapjan.
Agykérgi regisztratumok esetén a 0.35 ms-ndl rovidebb félszélességli akcids potencidlokat
tekintettiik gyorsan tiizeld sejtekbdl szirmazonak. A raphé mag esetén a 6 Hz-nél magasabb

spontan tiizelésli neuronokat tekintettiik gatlosejteknek.

3.8 Agyi dllapotok meghatarozdsa

Eber egerek esetén az aktiv ébrenlétet szik pupilla és deszinkronizalt kérgi mez6potencial,
nyugodt ébrenlétet tag pupilla €s kérgi 3-5 Hz oszcillacidk jellemezték. Macskdk esetén a
nyugodt ébrenlét alatt 8-13 Hz-es o hullimok jelenléte jellemezte az okcipitdlis EEG
regisztratumot. Lassu hulldimu alvast poligrafids regisztraciok (EEG, EMG) sordn hataroztunk
meg. Az absence epilepszids rohamok tiiske-hullam kisiiléseit nagy amplitidéjuk (3x

alapaktivitds) €s jellegzetes alakjuk alapjan azonositottuk.
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6. Eredmények €s kovetkeztetések

6.1 A fiziolégids agyi allapotok mechanizmusai és szerepei

6.1.1 A spontdn thalamokortikalis aktivitds dllapotfiiggése

A thalamokortikdlis rendszer neurondlis aktivitdsa jol koveti az éber dllatok gyors és
tranziens dllapotvéltozédsait, melynek sordn aktiv ébrenléti €s nyugodt ébrenléti allapotok
véltjadk egymast. A primér szenzoros kérgi teriiletek neuronjainak spontdn aktivitasa, illetve
szenzoros ingerekre adott vdlaszai €s a szenzoros percepcid is nagymértékben fiigg az agyi
allapotoktél (McGinley és mtsai., 2015). Ebrenlét és paradox alvdas (PA) alatt ténusos
akcidspotencidl-leadds, alvds alatt viszont Kkisiiléssorozatos tiizelés jellemzi a thalamusz
neuronjainak aktivitdsat (Hirsch és mtsai.,, 1983; Domich és mtsai.,, 1986). A TC neuronok
aktivitdsdnak ébrenlét alatti allapotfiiggése viszont kevésbé ismert; bizonyos szakirodalmi
adatok szerint a vizudlis ingerekre adott neurondlis vdlaszok éllapotfiiggdek (Niell és Stryker,

. 2010; Aydin és mtsai., 2018), de a

05 spontdn thalamikus aktivitds nem (Niell
z : és Stryker, 2010). A spontan thalamikus
= 061 o
5 e Lo i '. aktivitds 4llapotfiiggésének hidnya az
..CE i ° | | .4. [ )
g 0] pEwape . agyi  allapotok nem  megfeleld
<, ®oqef, o ¢ s . L .

02 R . definici6janak kovetkezménye is lehet:

0 ‘ : ‘ egyes tanulmidnyokban az  aktiv

0 05 1 0 10

Hullamesucs/volgy arany A sejtek %-a ébrenlétet  motorikus  tevékenység

15. .ab.ra. A thalar’nfkus neuronok f'izuflog/talt’ krtfermfnok jelenlétével, a nyugodt ébrenlétet
szerinti  csoportositdsa. Bal: pupilladtméré  vdltozdssal

pozitivan (piross), negativan (kék) és pupilladtmérével nem immobilitissal hoztak Osszefiiggésbe
korreldlo (sziirke) thalamikus neuronok akcios potencidljainak
(AP) idétartama a hulldmesiics/volgy ardny fiiggvényében. (Niell és Stryker, 2010). Kideriilt
Jobb: az AP idétartamok eloszldsa. . . .
viszont, hogy mig a motorikus
tevékenységgel jellemezhetd szakaszok mindig aktiv ébrenléttel tdrsithatok, addig az
immobilitds alatt aktiv és nyugodt ébrenléti (NyE) szakaszok egyarant eléfordulnak (Vinck és
mtsai., 2015). A spontdn thalamikus aktivitds dllapotfiiggésének hidnyat (Niell és Stryker,
2010) valdsziniileg az agyi allapotok nem megfelelden preciz definidldsa eredményezheti.
Ennek tisztdzasa érdekében éber, fejrogzitett egerek azonositott thalamikus neuronjainak
spontan elektromos aktivitasat tanulmanyoztuk szimultan latokérgi (V1) lokalis mezdpotencial
regisztraci6 €s pupilometria mellett. A NyE-t nagy amplitid6ji (0.77 £ 0.2 mV, n = 98), lassu

(3-6 Hz) V1 mez6potencidl oszcilliciok, mig az aktiv ébrenlétet (AE) kis amplitddéiji, gyors
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V1 mezdpotencidl oszcillaciok (0.27 £ 0.11 mV, n = 98) jellemezték (16. abra). A regisztralt
CGL TC és interneuronokat fiziolgiai (15. abra) vagy morfolégiai (16. A abra) kritériumok
alapjan  azonositottuk. A fizioldgiai azonositds alapja a regisztrdlt neuronok
akciéspotencialjainak idGtartama volt (Durand és mtsai., 2016) (15. abra). A jellegzetes
dendritikus morfolégia (Friedlander és mtsai., 1981) alapjan a TC neuronok egyértelmiien
azonosithatok.

Az agyi allapotvéltozasok sordn az Osszes morfoldgiailag azonositott TC sejt (n=7)
aktivitdsa jelents véaltozasokat mutatott (16 abra). A NyE—bc’Sl AE-be torténd tranziciok sordn
a neuronok 4tlag spontdn tiizelési ratdja fokozédott, viszont az AE-bél NyE-be torténd

tranzicidk soran csokkent (NyE: 6.2 +0.99 Hz, AE: 20.1 + 3.4; p< 0.001, 16. abra B és C).
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16. dbra. CGL TC sejtek és interneuronok spontdn aktivitdsanak dllapotfiiggd valtozdsai. (A) kisérleti feldllds:
éber, immobilizdlt egerek thalamikus neuronjait juxtacelluldris technikdval regisztrdaltuk (CGL juxta) az agyi
dllapot meghatdrozdsdt szolgdllo szimultdn elsodleges ldtokérgi mezdpotencidl regisztrdacioval (VI LFP). (B) Az
dbra A részén bemutatott morfologiailag azonositott CGL TC neuron spontdn dllapotvdltozdsai aktiv ébrenlét
(AE), illetve nyugodt ébrenlét (NyE ) kozott. (C) NyE és AE kozotti (bal), illetve AE és NyE kozotti (jobb) tranziciok.
(D) Fizioldgiailag azonositott (kalibrdcié: 0.2 ms) CGL interneuron spontdn dllapotvdltozdsai AE, illetve NyE
kozott. (E) NyE és AE kizotti (bal), illetve AE és NyE kozotti (jobb) tranzicidk.
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A A regisztralt neuronok egy részét magas spontin
‘ tiizelés jellemezte (16. D abra), ezeknek a
= ¥ sejteknek a spontdn aktivitisa a NyE—AE
& 1 tranzicidk soran csokkent, viszont az AE—»NyE
0 tranziciok soran fokozddott (16. D és E abra). Az

.75 05 -0.25 ] 0.25 05 075
B Pearson korreldcid (R) ébrenlét és a thalamikus aktivitds Osszefiiggését a
T w0 e tovdbbiakban ugy vizsgaltuk, hogy thalamikus
B e Z z e 2 2
= ol § v = ‘ + neuronok  spontdn  elektromos  aktivitdsat

3 I ., = *
2] —= = regisztraltuk szimultdn V1 mezdpotencidllal és

Szik. Tag  szik. Tag sz, Tag

pupilometridval, majd a regisztrdlt neuronok
17. abra. (A) CGL neuronok spontin aktivitisa L e L

és a pupillaatméré korrelacidjanak eloszlasa. tizelési ratdjat a kvantifikalt pupilladtmérével
Kék:  negativ  korrelaci6,  sziirke: nem
szignifikdnsan korrelalt, piross: pozitiv korrelacio.

(B) A hirom neuroncsoport spontdn tiizelési rita peyron (73/98, 74%) aktivitdsa  szignifikdns
valtozasai szik és tdg pupilladtmérd kozott.

korreléltattuk. A legtobb regisztrélt thalamikus

Osszefliggést mutatott a pupilladtméro
fluktuédcioval (p<0.05, éllapotfiiggd neuronok), a tobbi sejt (25/98, 26%) korreldcidéja nem
mutatott szignifikans korrelaciot (p>0.05). Az éllapotfiiggd neuronok egy része szignifikdns
pozitiv korreldciét mutatott a pupilladtmérdvel (57/73, p<0.05, Pearson r=0.41+ 0.025; 17.
abra). Morfoldgiai (n=7 juxtacellularisan jelolt neuron) vagy fiziologiai paraméterek szerint
mind a pozitiv korreldciét mutaté 4llapotfiiggd sejtek, mind pedig a nem moduldlt neuronok TC
neuronok voltak. Ezek akcidspotencidljainak idOtartama viszonylag hosszi volt (pozitiv
allapotfiiggd neuronok: 0.43+0.01 ms, nem modulélt neuronok: 0.48+0.02 ms, p>0.05).

A 18. abran lathat6 morfolégiailag azonositott TC neuron pozitiv korrelaciét mutatott
a pupilladtmérovel. A szlik pupilladtmérovel jellemezhetod NyE allapotokban a V1
mezdpotencidl szinkronizalt aktivitdst mutat, a neuron elektromos aktivitasa kisiiléssorozatos
tiizeléssel jellemezhetd (18. abra). A tag pupilladtmérdvel jellemezheto AE allapotokban a V1
mezOpotencidl deszinkronizalt aktivitdst mutat, a neuron elektromos aktivitisa magas
frekvencidji tonusos tiizeléssel jellemezheté (17. abra). A sziik pupillaatmérdjii szakaszok
tehat NyE allapotok, ugyanis a V1 mezdpotencidl egyértelmii csicsot mutat a 3—6 Hz
frekvenciatartomanyban (18. abra D), illetve a neuron aktivitasanak autokorreldci6ja alacsony

frekvencids ritmikus kisiiléssorozatra jellemzo (18. abra D3).
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18. abra. CGL TC sejtek spontdn aktivitasdnak korrelliciéja a pupilladtmérdvel. (A) kisérleti feldllds: éber,
immobilizdlt egerek thalamikus neuronjait extracelluldris technikdval regisztrdaltuk (CGL) az agyi dllapot
meghatdrozdsdt szolgdllo  szimultdn elsodleges ldtokérgi mezdpotencidl —regisztrdcioval (VI), illetve
pupilometridval. (B) Azonositott neuron morfologidja és helyzete a thalamusban. (C) A (B) dbrarészen bemutatott
TC neuron spontdn aktivitdsdnak rdtdja (kék oszlopok) és a szimultdn regisztrdlt pupilladtmérd (narancs vonal)
vadltozdsai dsszefiiggést mutatnak. (D;) Az dbra (C) részén indikdlt sziik pupilladtmérével rendelkezé NyE szakasz
alatt megfigyelheté a VI és CGL mezopotencidlok szinkron aktivitdsa, illetve a TC neuron LT kisiilései
(idokalibldacio: 5 ms). (E;) Az dbra (C) részén indikdlt tdg pupilladtmérével rendelkezo AE szakasz alatt
megfigyelhetd a V1 és CGL mezdpotencidlok deszinkronizdlt aktivitdsa, illetve a regisztrdlt TC neuron tonusos
tiizelése. (D2, Ez) a két dllapotbol készitett dtlagolt teljesitményspektrum. (D3, E3) a szemléltetett neuron
autokorreldcidja a két dllapotban. (D4, E4) Az dsszes regisztrdlt TC neuron autokorreldcidja a két dllapotban.

Masrészt a tdg pupilladtmérdjii szakaszok AE allapotok, ugyanis a V1 mezdpotencidl
nem mutat egyértelmi csicsot a 3—6 Hz frekvenciatartomanyban (18. abra E:), a neuron
aktivitdsanak autokorreldcija pedig magas frekvencids ténusos tiizelésre jellemz6 (18. abra
E;3). Mind a tiizelési rata véltozdsok, mind pedig a tiizelési mod valtozdsok a teljes
sejtpopulaciora is jellemzdéek voltak (18. abra D4 és Ey).

A neuronok egy kis része negativ korrelaciot mutatott a pupilladtmérd fluktudcidival
(16/98, 16%, p<0.05, Pearson r=0.4+0.045). A negativ Kkorrelici6t mutaté sejtek
akcidspotencidljainak idGtartama a pozitiv €s nem korrelalt sejtekénél szignifikdnsan rovidebb
volt (negativ korrelalt sejtek: 0.23+0.01 ms, TC sejtek: 0.44 £ 0.01, p<0.05; 19. abra D), ezek

a neuronok val6szinlileg CGL interneuronok (Durand és mtsai., 2016).
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19. dbra. CGL interneuronok spontdn aktivitdsanak korrelldcidja a pupilladtmérovel. (A) kisérleti feldllds.
(B) Fiziologiailag azonositott CGL interneuron spontdn aktivitdsanak rdtdja (kék oszlopok) és a szimultdn
regisztradlt pupilladtmérd (narancs vonal) vdltozdsai forditott osszefiiggést mutatnak. (C;) Az dbra (B) részén
indikdlt sziik pupilladtmérével rendelkezé NyE szakasz alatt megfigyelhetd a VI és CGL mezdpotencidlok
szinkron aktivitdsa, illetve a CGL interneuron magas frekvencidji tonusos tiizelése. (D) Az dbra (B) részén
indikdlt tdg pupilladtmérével rendelkezé AE szakasz alatt megfigyelheté a VI és CGL mezdpotencidlok
deszinkronizdlt aktivitdsa, illetve a regisztrdalt CGL interneuron alacsony frekvencidjii tonusos tiizelése. (C2,
D2) a két dllapotbol készitett dtlagolt teljesitményspektrum. (Cs, D3) a szemléltetett neuron autokorreldcidja
a ket dllapotban. (C4, Dy4) Az Osszes regisztrdalt CGL interneuron autokorreldcioja a két dllapotban.

A 19. abran lathat6 fiziologiailag azonositott CGL interneuron negativ korrelaciét
mutatott a pupilladtmérdvel. A sziik pupilladtmérdvel jellemezhetd NyE allapotokban a V1
mezOpotencial szinkronizalt aktivitast mutat (19. abra Ci.2), a neuron elektromos aktivitdsa
magas frekvencidju ténusos tiizeléssel jellemezhetd (19. abra Ci3). A tdg pupilladtmérdvel
jellemezhetd AE allapotokban a V1 mezdpotencidl deszinkronizalt aktivitdst mutat, a neuron
elektromos aktivitasa alacsony frekvenciaji tonusos tiizeléssel jellemezhet (19. abra Di.3). A
fenti allapotfiiggés a teljes negativ korrelaciét mutaté sejtpopuldciora is jellemzé (19. abra Cs
és D4). Fontos kiemelniink, hogy a feltételezett CGL interneuronok aktivitdsa mind a N yE (19.
abra Cy), mind pedig az AE (19. abra Dy) dllapotban ténusos tiizeléssel jellemezhet, ez
szintén a teljes sejtpopuldcié esetén elmondhatd.

Tehat az allapotfiiggés alapjan az éber egerek CGL neuronjai hdrom csoportot alkotnak:
fokozott ébrenlét alatt magas spontan aktivitdssal jellemezhetd, illetve agyi allapotok éltal nem
modulélt aktivitisi TC neuronok és csokkent ébrenlét alatt magas spontdn aktivitdssal
jellemezhetd CGL interneuronok csoportjait. A thalamikus neuronok tehat a kiilonb6zd

ébrenléti dllapotokban sejtspecifikus aspektusokkal rendelkeznek.

31



dc_1964 21
dc_ 1964 21

Az Allapotfiiggd tiizelési rita vdltozdsokat okozd sejtes mechanizmusok tisztazdsa
érdekében éber, immobilizalt egerek TC neuronjaibdl intracelluldris elvezetéseket végeztiink
(n=5 neuron) szimultidn pupilometria, V1 lokdlis mezOpotencidl és multiunit regisztracioval. A
tag pupillasgtmérével jellemezheté AE szakaszokban a neuronok atlagos spontdn tiizelése
viszonylag magas (19.96+£10.98 Hz, 22. abra E), membranpotencidljuk hipopolarizalt (-
59.1£2.82 mV, 22. abra D).

Minden intracelluldris technikdval regisztralt neuron membranpotencidlja szignifikdns
pozitiv korrelaciét mutatott a pupilladtmérével (20. abra). A szik pupilladtmérével
jellemezhetd NyE szakaszokban a neuronok atlagos spontdn tiizelése viszonylag alacsony
(6.98+3.19 Hz, 22. abra E), membranpotencialjuk hiperpolarizalt (-63.0+2.3 mV, 22. abra D)
volt. Két regisztrdlt neuron esetében kisiiléssorozatos tiizelést figyeltiink meg NyE allapotban
(20. és 21. abrak), amelyek tulajdonsagai nem egyeztethetdek Gssze a ,klasszikus” alacsony

kiiszobli Ca** potencidl medialt kisiiléssorozatokkal (Llinas és Jahnsen, 1982; Jahnsen és
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20. abra. A TC neuronok membranpotencial fluktuaciéi osszefiiggést
mutatnak a pupilladtméré valtozasaival. Szimultdn pupilometria, V1
LFP, V1 multi-unit aktivitdis (MUA) és CGL TC membranpotencidl (CGL
Vm) regisztricié az ébrenlét kiilonboz6 szakaszaiban. AE allapotban tig
pupilladtmérd, deszinkronizdlt V1 LFP és ténusos TC neuron aktivitas,
NyE allapotban szitk pupilladgtmérs, 3-6 Hz V1 LFP és MUA, illetve
kistiléssorozatos TC neuron aktivitds figyelheté meg.

Llinas, 1984), tehat valdszinlileg HT kisiiléssorozatok. Ugyanaz a neuron képes alacsony

kiiszobii kisiiléseket generdlni hiperpolarizdlt membranpotencidl mellett, alvasi orsok idején, €s
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21. dabra. LT és HT aktivitas

egyazon TC neuronban kiilonbozd agyi dllapotok mellett.

Szimultdn elsodleges ldtokérgi mezopotencial (VI LFP) és thalamokortikdlis neuron
intracelluldris regisztrdcio (CGL Vm) alvo és éber egérben. Részletek a szovegben.

képes magas kiiszobll kisiiléseket generdlni hipopolarizdlt membranpotencidl mellett, NyE

idején (21. abra). Fontos megjegyezniink, hogy a HT kisiilések nem kizarélag a kiinduld

nyugalmi membranpotencidl tekintetében tértek el az LT kisiilésektdl, hanem a kisiilések AP-i

kozotti idGtartam tekintetében is (21. abra)

A membranpotencidl és a pupilladtmérd keresztkorrelacid analizise arra utal, hogy az eldbbi
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22. dbra. TC membrdnpotencidl és
pupilladtmérd osszefiiggése. (A) Sziirt (<1
Hz) TC Vm és pupilladtméré fluktudcidja. (B)
Pupliladtmérd és TC Vm keresztkorreldcidja
és az ez alapjdn szdamolt Vm késés (C). (D) TC
Vm  dllapotfiigggése. (E) Intracelluldris
regisztrdciok dllapotfiiggé tiizelési rdtdja.

az utébbit koveti koriilbeliil 5 mp-es iddeltolodédssal
(22. abra A, B és C). A thalamikus neuronok
allapotfiiggésének eredetét farmakoldgiai inaktivacios
kisérletekkel hataroztuk meg. A kortikothalamikus
visszacsatolds inaktivdldsa utin az egyedi neuronok
atlagos tiizelési ratdja szamottevo valtozasokat mutatott
(23. abra), azonban ez a teljes populaciora vetitve nem
volt szignifikdns (kontroll: 7.93 + 1.69 Hz, V1
inaktivaciot kovetden: 7.52 + 1.47 Hz, p>0.05, n=9; 23.
C abra). A regisztralt neuronok V1 inaktivacio eldtti
pupillakorreldcidja  szignifikdnsan  csOkkent az
inaktivaciot kovetéen (kontroll: 0.28 + 0.07, V1
inaktiviciot kovetden: 0.13+0.06, p<0.05, n=9; 23. B
abra). Az izovolumetrikus fiziologids séoldat V1
injekcidja nem volt hatdssal a CGL neuronok tiizelési

ratdjéra, illetve a pupilladtmérd korrel4cidjéra.

33



dc_1964 21
dc 1964 21

Tehat a neuronok éllapotfiiggése részben a kortikothalamikus visszacsatolas kovetkezménye, a
thalamikus neuronok spontdn aktivitasa sejttipus specifikusan korreldl a gyors és tranziens agyi
allapotvaltozdsokkal, az d4llapotfiiggés soran megfigyelhetd tiizelési rata vdltozasokat

membranpotencidl-valtozdsok okozzdk.
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23. dbra. V1 inaktivdcié hatdsa a CGL neuronok dllapotfiiggésére. (A) Reprezentativ TC neuron tiizelési rdta
és pupilladtméré fluktudcio kontroll és VI inaktivdcio sordn. (B) A pupilladtméré és a CGL TC neuronok

tiizelési rdtdinak korreldcidja kontroll és VI inaktivdcio sordn. (C) CGL TC neuronok tiizelési rdtdja kontroll
és VI inaktivdcio sordn.

6.1.2 Thalamikus a oszcillaciok generalasanak mechanizmusai

o hulldimokat méar az els6 EEG regisztraciokor leirtak (Berger, 1929), viszont keletkezésiik
sejtes mechanizmusai sokdig tisztdzatlanok maradtak. Ennek egyik oka az, hogy kizardlag

ébrenlét alatt figyelhetok meg, kovetkezésképpen a thalamokortikdlis oszcillaciok

mechanizmusainak vizsgélatat c€lz6, szdmos .

altatott 4llaton végzett kisérletben az « =

hullaimok nem jelentek meg, annak ellenére, WWWWW“WWMWMW
hogy az alvasi orsok, a lassu és 6 oszcillaciok, a MWWWWWW

hippokampalis 0 és vy oszcillaciok cellularis és
1 o hullamok (ébrenlét)
hdlézati mechanizmusaira fény deriilt az i, J}h WJ\;'V&JW”.‘MMM“J\Wu by i s
intracelluldris regisztraciot haszndls sl (P Bt
laboratériumi kutatdsok sordn. Megfigyeltiik, 2'““"”"“”{"""“’
At A f
hogy szabadon mozgé macskdk V1 és CGL \,f V ""MWM"" f ’WM\’& M J'WW‘W fw

teriiletén regisztralt mezdpotencidlok mind az \«J JiARa" Sy J\’”M‘v J'W n*’"lr“vJ\"f'f”\‘* Mﬂw

alvasi lassi oszcillaciok, mind pedig az o 24. dbra. a és lassu oszcilldciok szimultdn Jelenléte

oszcillicick  esetében  Osszefiiggd  aktivitast COL & VI lokdlis mezdpotencidlokban.
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25. dbra. CGL a oszcilldciok in vitro. A karbakol (Cch)

hatdsdra jelentkezé 10 Hz-es o oszcilldciok kimosdst

kovetoen, illetve mAchRl1  blokkolo  hatdsdra

megsziinnek.

neuronhalézata, illetve a  hosszitavi
projekcidk dinamikus interakcidja generdlja
az alvéas-ébrenléti ciklus kiilonb6z6 hulldmait.
Kozismert, hogy a CGL neuronjainak egy
része az o hullimokkal korreldlt ritmikus
kisiiléssorozatokat generdl (Hughes és mtsai.,

2004). Az o hullimok generdldddsanak

celluldris és halézati mechanizmusainak
tisztdzdsa érdekében egyrészt szabadon
mozgd allatok CGL TC neuronjainak

aktivitdsdt monitoroztuk szimultidn okcipitalis

EEG regisztraciot €és lokdlis thalamikus

farmakologiat alkalmazva, masrészt pedig

tdlélo thalamikus agyszeletekben az éber allatokéhoz hasonlé a oszcillicidkat generdltunk

farmakoldgiai médszerekkel. Az in vitro koriilmények kozott végzett kisérleteink elonye, hogy

viszonylag egyszerli a neuronok membranpotencidljait a proximdlis neuronhdlézat tobbi

sejtjének elektromos aktivitasdval szimultdn monitorozni, illetve farmakoldgiailag manipulalni.

Az, hogy a nem-specifikus

kolinerg receptor agonista karbakolt (Cch,
50 uM) perfiziés oldathoz adagoltuk, a
lokalis

Frekvencia (Hz)

mezOpotencidlban  jelentkezo
prominens o oszcilliciokat (8-13 Hz)
hozott létre macskdk tulélo thalamikus
agyszeleteiben (25. abra) (Lorincz és

mtsai., 2008). Az mAChR1 blokkold

Frekvencia (Hz)

pirenzipin perfizids oldathoz adagolasa
megsziintette az in vitro a oszcilldcidkat
(25. abra). A GABAa receptor specifikus
antagonistdjanak (gabazin, GBZ) perfuzids

LFP

V%;M GBZ
———————

10 M GBZ

1600

il
1200
3 visszatérés

i
MWWWWWMWWWWWMMWWM@ww

20 UM NBOX

| |
0 400
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20 4

o w

800

1 kontroll 2 + NBOX 3 visszatérés

| 50 v

26. dbra. GABAa és iGlu receptorok blokkoldsdnak

hatdsa az in vitro a oszcilldciokra.

oldathoz valé hozzaadasa novelte, az

AMPA/KA glutamat receptorok blokkolasa NBQX-szel viszont csdkkentette az a oszcillaciok
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amplitidéjat, de nem sziintette azt meg teljesen (26. abra). Tehat levonhatjuk azt a
kovetkeztetést, miszerint az in vitro a oszcillaciok generdlasdhoz a klasszikus gyors szinaptikus
neurotranszmisszié nem feltétleniil sziikséges, habér a fenntartdsdban ezek valdsziniileg fontos

szerepet jatszanak.

Az egyes thalamokortikalis sejtek a oszcillacidban valo részvételét tigy vizsgdltuk, hogy
extracellularis akcidspotencidlokat vezettiink el thalamokortikalis sejtekbdl a lokdlis
mezOpotenciallal egyidejiileg. Az a oszcillaciok alatt a regisztralt thalamokortikalis sejtek 25%-
anak elektromos aktivitdsaban az a oszcillacié egyes ciklusaival osszefiiggd kisiiléssorozatos
tiizelést figyeltiink meg (27. abra), a neuronok 50%-at tonusos tiizelés, 25%-at pedig

elektromos aktivitds hidnya jellemezte.
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27. dbra. In vitro o oszcilldcié alatti neurondlis aktivitds a CGL-ben. Szimultdn lokdlis
mezopotencidl és extracelluldris egysejt-elvezetés a CGL teriiletérdl kolinerg receptorok
aktivdcidjaval kivdltott a oszcilldciok alatt. A jelolt szakasz az dbra aljan gyorsabb
iddfelbontdsban ldthato. Az dbra jobb oldaldn az akcids potencidlok egyedi o ciklusok alatti
eloszldsa ldthato.
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Mivel kolinerg aktividcié hatdsidra 1étrejovo, az dltalunk tapasztaltakhoz hasonld
kisiiléssorozatok lefrdsait nem tartalmazza a vonatkozd szakirodalom, tiizetes jellemzésiik
végett intracellularis regisztracionak vetettiik ala a TC sejteket. Kontroll koriilmények kozott a

sejteket hiperpolarizdlt membranpotencidl, depolarizdlé draminjekcié esetében pedig ténusos

50 uM Cch 10 uM pirenzipine
-

/Vm

20 mv
1
dpA
2 min
' Kontroll 2 ceh 3 pirenzipine
| 20 mv
! \ ] \__l_ LL_,JJ\,JL, ‘\ h
N e, I — LT, S WY
1s 1s

28. dbra. A nem specifikus kolinerg receptoragonista, Cch depolarizdlia a TC neuronok
membrdnpotencidljdat, ami HT kisiiléssorozatos tiizelést eredményez. A mAchR1 blokkoldsa pirenzepinnel a
TC neuront hiperpolarizdlja és az eredeti LT kisiiléssorozatos dllapot visszadll.

tiizelés jellemezte. Karbakol hatdsdra viszont a sejtek membranpotencidlja hipopolarizalt (28.
abra), ami néha spontdn akcidspotencidlok generdlodasahoz vezetett. A sejtek egynegyedében
a lokalis mezopotencidllal korreldlo kisiiléssorozatokat regisztraltunk, amelyek celluldris alapja
nem a mar ismert alacsony kiiszobli kdlcium potencidl, ugyanis ezek a kisiilések kevésbé
hiperpolarizalt membranpotencidl mellett jelentkeztek, ami 6sszeegyeztethetetlen az alacsony
kiiszobili kalcium potencidlokat létrehozé T-tipusa kdlcium csatorndk aktivéacids kinetikdjaval,

mivel ezek -65 mV-ndl kevésbé hiperpolarizalt membranpotencidlok mellett inaktivdlddnak.
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29. dbra. In vitro a oszcillacio alatti neurondlis aktivitds a CGL-ben.
Szimultdn lokdlis mezépotencidl és intracelluldris egysejt-elvezetés a CGL
teriiletérdl kolinerg receptorok aktivdciojdval kivdltott a oszcilldciok alatt.
A jelolt szakasz az dra aljdn gyorsabb iddfelbontdsban. Az dbra jobb
oldaldn az akcios potencidlok egyedi o ciklusok alatti eloszldsa ldthato.

A magas kiiszobl kisiiléssorozatos tiizelés lehet az in vitro koriilmények miiterméke,
ugyanis a vonatkoz6 szakirodalomban nem taldltunk példat intakt dllatbol regisztralt hasonld
jelenségekre, annak ellenére, hogy szdmos, a Steriade laboratériumban folytatott kutatdst
feldolgoz6 publikacié foglalkozott a thalamokortikélis sejtek fiziologidjaval, az altatott
allatokban nagyszamu sejtbdl intracelluldris technikdval torténd regisztraciokra alapozva.
Sekély altatas rezsimben (Crunelli €s mtsai., 2012), illetve éber immobilizalt egerek (Molnar
és mtsai., 2021) thalamokortikalis sejtjeinek intracellularis regisztracioit vizsgdlva kideriilt,
hogy a magas kiiszobli tiizelés in vivo koriilmények kozott is eléfordul. Az intracelluldris
technikdval regisztrdlt HT thalamokortikdlis neuronok kisiiléssorozatos aktivitdsa in vitro

szamottevo ritmicitast és a lokalis a oszcillaciokkal vald 6sszefiiggést mutatott (29. abra).

A szimultan regisztra’llt 10, TC1xTC2

] HT sejtek os i |
neuronok esetében jelentds o i , : i ‘ e | MM

TC2xTC3

nm

szinkronitds észlelhet6 az '

egyedi CGL  neuronok

o
=Y

-

O

3]
Normalizalt tuzelés

o - . ~ [ —————— TC1xTC3
aktivitdsa kozott (30. abra). - N T e | |
e os g M
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30. dbra. A HT CGL thalamokortikdlis neuronok szinkron ritmikus

mechanizmus jarulhat hozza kisiiléssorozatai in vitro. 3 szimultdn regisztralt TC neuron HT kisiilésel, a
neuronok keresztkorreldcioja az dbra jobb oldaldn ldthato.

a neurondlis aktivitas

szinkronizdlasdhoz? Mivel a serkentd intranukledris szinapszisok nagyon ritkdk, illetve sem a

serkentd, sem a gatld szinaptikus transzmisszié blokkoldsa nem sziinteti meg az in vitro CGL
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31. dbra. Kiiszobalatti jelenségek thalamikus neuronokban. Thalamokortikdlis
neuronokban “spikelet” potencidlok regisztrdlhatok. CGL interneuronokban
viszont iGluR blokkolo érzékeny EPSPk regisztrdalhatok. Az dbra jobb oldaldn thalamokortikélis ~ sejtek
gyors idoskdldn ldthato a “spikelet”’-ek és az EPSPk idotartama kozotti

kiilonbség. némelyikében  ritmikus

regisztralt

»spikelet” potencidlok regisztrdlhaték, amelyek idObeni lefutdsa szdmottevden kiilonbozik a
CGL interneuronokban regisztralt EPSPk-ét61 (31. abra), igy nagy valdsziniiséggel egy
proximadlis sejtbdl réskapcsolaton keresztiil atterjedt akcidspotencidlbdl erednek. Ennek a
jelenségnek a 1étezését alatdmasztja az a tény, hogy ultrastrukturélis vizsgdlatok elektromos

szinapszisokat taldltak thalamokortikalis sejtek kozott (Hughes és mtsai. 2011b), illetve a
LFP

magas kiiszobli  kisiiléssorozathoz /
£ 100 1M 18B-GA
hasonléan ez a jelenség is eléfordul T = gn a
=LY | :
intakt allatok intracelluléris = §
& 5 [v.z
[
regisztraciéiban (Crunelli és mtsai., = 00\ e me— 1207 — /mo °
2012). A klasszikus serkent6 és gatld T PR 3 visstatérés

PRSI EAR |50uV
kémiai  szinaptikus  transzmisszid —

farmakoldgiai blokkoldsa ugyan nem 32. dbra. Thalamikus réskapcsolatok gdtldsdnak hatdsdra az a
oszcillaciora in vitro. A réskapcsolatok farmakologiai blokkoldsa

szlintette meg a kolinerg receptorok (/8-8GA) megszinteti az oszcilldciot, amely a kimosds sordn
. . . visszatér. A spektrogramon bejelolt szakaszok (kontroll, 18-pGA,
reaktivalasaval generdlt in Vvifro O jimosds) lokdlis mezépotencidl —regisztratumait  gyorsabb

i s . . idoskdldn dbrdzoltuk az dbra aljdn.
oszcillacidt, viszont a réskapcsolatok

blokkolasa megsziintette ezt (32. abra).

A ,spikelet” potencidlok jelenléte, illetve az réskapcsolatok gatlasakor tapasztalhato oszcillacid
megszlinése alapjdn arra kovetkeztettiink, hogy egyes ritmikusan tiizeld thalamokortikalis

sejtek aktivitdsanak szinkronizdcidja réskapcsolatokon keresztiil torténik, €s ez a jelenség
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33. dbra. CGL rés-kapcsolatok blokkoldsdnak hatdsa a szimultan regisztralt HT TC neuronok
aktivitdasdara. Két szimultdn regisztralt HT TC neuron (TC1 és TC2) kisiiléssorozatai Osszefiiggo
ritmikus aktivitdst mutatnak o hulldmok alatt szdmolt keresztkorreldcion (kontroll). A CGL
réskapcsolatok lokdlis blokkoldsa karbenoxolonnal (I mM CBX) az dsszefiiggd ritmikus aktivitdst
csokkenti, amely kimosds sordn visszatér.
fontos szerepet jatszik az a oszcilliciok thalamikus hal6zatban torténd generdldsdban. Ennek
vizsgélata érdekében szabadon mozgé macskdk CGL teriiletér6l TC neuronok extracellularis
elektromos aktivitdsat vezettilk el, szimultdn lokdlis farmakolégidt és EEG elvezetést
alkalmazva. A szimultidn regisztrdlt TC neuronok o hullamok alatti aktivitdsa sok esetben
Osszefliggd ritmikus aktivitdst mutatott. A szimultdn regisztralt HT neuronok o hulldimok alatti
keresztkorrelacidja arra utal, hogy a HT sejtek aktivitdsa szinkronizalt és ritmikus, jol kovette
az o hulldimok domindns frekvencidjat, viszont a réskapcsolatok blokkoldsa ezt reverzibilisen
megsziintette (33. abra). Mindemellett a thalamikus réskapcsolatok o hullimok generaldsaban
jatszott szerepét az a kisérleti eredmény is igazolja, hogy a réskapcsolatok lokalis thalamikus

blokkoldsa (carbenoxolon vagy 18B3-GZA reverz mikrodializissel torténd beaddsa) egyarant

csokkentette ezeket a CGL lokalis mezépotencidlja és az okcipitalis EEG szintjén (34. abra).

40



dc_1964 21
dc 1964 21

£
f=)
T

B EEG
ol - Lo
“E ‘%
= £ i
= =t
3 g
= Z 10 1
iE
X ] > ol W
(;6@ (:?y ,(g"‘h a‘? <§° @& ,p‘;er
¢ & E ¢ 8 &

S é\@w
Sy
34. dbra. Lokdlis thalamikus réskapcsolatok blokkoldsdnak hatdsa a
CGL és az EEG o hullimainak denzitdsdra. 185-GZA (bal oldal) vagy
carbenoxolon (CBX, jobb oldal) hatdsdra a CGL és az EEG a hulldmok
denzitdsa csokken

A tovébbiakban a ritmikus HT Kkisiiléssorozatokkal rendelkezd neuronok elektromos
aktivitdsdt a membranpotencidl hiperpolarizici6javal gatoltuk, és a szimultdn regisztrilt
ciklusonként 4tlagolt proximdlis mezOpotencidlt Osszehasonlitottuk a regisztracid olyan
szakaszaival, amikor a sejt ritmikus kisiiléssorozatos aktivitast mutatott. Meglepd mdédon, az
atlagolt mezdpotencidl amplitiddja szignifikdnsan alacsonyabb volt akkor, amikor egyetlen
ritmikusan tiizeld sejt aktivitasat korlatoztuk (35. abra A és B). Viszont, amikor a ténusosan
tiizelo thalamokortikalis sejtek aktivitasat vdltoztatva ismételtik meg a kisérletet, a lokalis
mezOpotencial amplitiddja nem valtozott (35. abra C és D). Ebbdl arra kovetkeztethetiink,
hogy bizonyos koriilmények kozott egyetlen sejt is képes a proximalis neuronhdlézat globdlis
aktivitasat befolydsolni, €s ez a jelenség sejttipus specifikus: egyetlen magas kiiszobl
kisiiléssorozattal rendelkezd thalamokortikalis sejt aktivitdsdnak gatldsa is hatdssal volt a
proximalisan regisztralt mezOpotencidlra, de a csak tonusos elektromos aktivitast mutato sejtek

nem befolyasoltdk a proximalis a oszcillaciot.
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35. dbra. CGL HT és tonusos thalamokortikdlis sejtek aktivitdsanak hatdsai a proximdlis
mezopotencidlra. (A) Cch-indukdlt o aktivitdas 70 s-os szegmensének spektrogramja in vitro,
alatta a CGL LFP és szimultdan regisztrdlt HT TC neuron membrdnpotencidlja ldthato. A neuront
kezdetben (1) a kiiszobérték alatt tartjuk hiperpolarizdlo draminjekcioval, de késobb felszabadul
a hiperpolarizdcio alol, és HT kisiiléssorozatokat generdl. Réskapcsolat medidlt |, spikelet”
potencidlokat kék nyilak jelzik (jobbra kinagyitva az dtlaguk. A 3. dbrarészben enyhe
hiperpolarizdcio (-50 pA) hatdsdra jol ldthatok a ,,spikelet” potencidlok, amelyek a 4. részben (-
100 pA) megsziinnek. (B) Atlagolt LFP kiiszobalatti aktivitds, alatta a kisiiléssorozatos aktivitds
alatti dtlagolt LFP, illetve az APk (sziirke) és ,,spikelet” potncidlok idozitése az LFP o ciklusaihoz
viszonyitva. (C) Cch-indukdlt o. aktivitds 32 s-os szegmensének spektrogramja in vitro, alatta a
CGL LFP és szimultdan regisztrdlt tonusos tiizelést mutato TC neuron membrdnpotencidlja
ldthato. A kiiszobalatti aktivitds alatt jol ldthatok az o aktivitdssak osszefiiggo ,, spikelet”
potncidlok (dtlaguk jobb oldalon). (D) Kiiszobalatti, illetve tiizelést tartalmazo aktivitdsok
dtlagolt LFP aktivitdsai, illetve a tonus tiizelés AP-inek idozitése az LFP o ciklusaihoz viszonyitva.
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A thalamokortikdlis sejtek meghatiroz6 neuromodulatorikus bemenete az agytorzsi

nucleus tegmentalis pedunculopontinus kolinerg sejtjeitdl ered (De Lima és Singer, 1987). Az

in vitro kolinerg a modelliinket ugy validaltuk, hogy szabadon mozgé macskak CGL magjaba

reverz mikrodializis

@ N EEG
50 I ceL
=¥ 40
£ 30
5]
o 204
E
£ 10
(=]
o A
36. dbra. Lokalis thalamikus aktivitassal
muszkarinukus acetilkolinreceptorok

blokkoldsdnak hatdsa a CGL és az EEG a
hullimainak denzitdsdra.

technikaval

vald

Osszehasonlitasa

muszkarinikus

kolinerg receptor antagonistit (pirenzepin, PZP)
juttattunk. A PZP doézisdependensen csokkentette
mind a lokdlis, mind pedig a globdlis, EEG szintjén
regisztralt o hulldamok stiriségét (36. abra). In vitro
modelliinket Gdgyszintén validdlja az, hogy ennek a

szabadon mozgé éallatokban regisztralt neurondlis

feltlind

hasonlésagokat mutat, mint példdul az in vivo o

hullamok alatti kisiiléssorozatok és az in vitro a

oszcillaciok alatti HT kisiiléssorozatok kozotti hasonldsdgok, ezek Osszefiiggése a lokalis

mezOpotenciallal, illetve a ténusosan tiizeld CGL thalamokortikdlis neuronok in vivo

hullamokhoz és in vitro o oszcillaciokhoz val6 kapcsoltsiaga (37. abra).
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37. d@bra. HT és tonusos tiizelésii CGL TC neuronok aktivitasdnak idozitése az o hulldmokhoz viszonyitva in
vivo (bal oldal) és in vitro (jobb oldal).
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6.1.3 Thalamikus a oszcillaciok lehetséges szerepei
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38. dbra. CGL HT TC neuronok
akcios potencidljainak eloszldsa
az a hulldmokhoz viszonyitva.

Az o oszcillaciok generdldsanak halozati mechanizmusait

elemezve felmeriil a kérdés, hogy a ritmikus szinkron aktivitas

milyen hatdssal van a thalamokortikdlis sejtek dontd tobbségére,

amelyek a oszcillacid alatt ténusos akcidspotencidl leadassal

jellemezhetdk. A ténusos tiizelésti TC sejtek a oszcillacidval vald

kapcsolatat ugy vizsgaltuk, hogy meghatdroztuk a sejtek

akcidspotencidljainak eloszlasét az a oszcillacid egyes ciklusain

beliil, mind a szeletben kolinerg hatésra 1étrejott a oszcillaciok,

mind pedig az in vivo méréseink esetében (Lorincz és mitsai.,

2009a). Az o oszcillacié alatt a HT kisiiléssorozatos tiizeléssel rendelkezo thalamokortikalis

sejtek akcidspotencidljainak eloszldsa nem volt egyenletes: a hullimvolgyben levd kiemelkedd

csucs azt jelenti, hogy ezek a sejtek az a oszcillicié negativ szakaszdban, a hullimvolgy koriil

a legaktivabbak (38. abra). Ezzel ellentétben a legtobb tonusos tiizelést thalamokortikalis

sejtekbdl szamolt eloszlds sokkal egyenletesebb volt, de a sejtek fele esetében a hullamvolgy,

mig a sejtek masik fele esetében a hullamesucs koriil tapasztaltunk aktivitdscsokkenést (39.

abra).
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39. abra. Tonusos tiizelésii CGL thalamokortikdlis neuronok akcios potencidljainak eloszldsa az a
hulldmokhoz viszonyitva. Mind az in vivo (bal oldal), mind pedig az in vitro (jobb oldal) regisztratumokban
elkiiloniil a tonusos aktivitdsok fdazisos, illetve ellenfdzisos szupresszioja.

Az in vivo és in vitro regisztritumok populdcids analizise egyértelmil fazisos és

ellenfazisos szupresszidju csoportokra osztotta a tonusos tiizeléstt TC neuronokat (40. abra).
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40. dbra. Fdzisos (bal oszlop) és ellenfdzisos (jobb oszlop) szupresszio a CGL TC
nuronokban. A felsé sor in vivo extracelluldris regisztrdtumok, az also sor in vitro
intracelluldris regisztrdciok alapjdn késziilt.

Ennek megfeleléen, ha az intracelluldrisan regisztrlt sejtek membrianpotencidljat
atlagoltuk az a oszcilliciohoz képest, akkor azt tapasztaltuk, hogy a kiiszob alatti

membranpotencidl jol eldrejelezte a tiizelés alapjan szdmolt a oszcillicié ciklusain beliili

Vm
LFP \x/ //
(@ 4

n=7 n=5
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——Tuzelési rata
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41. dbra. A fazisos és ellenfdzisos szuppressziot mutato TC neuronok tiizelése és
membrdnpotencidlja kozotti 0sszefiiggés. A fdzisos szuprressziot mutato neuronok (bal oldal)
tiizelésének és membrdnpotencidljdnak minimuma az o oszcilldcio hullamvolgyének kozelében
taldlhato. Az ellenfdzisos szuprressziot mutaté neuronok (jobb oldal) tiizelésének és
membrdnpotencidljdnak minimuma az o oszcilldcio hulldmesiicsa kozelében taldlhato.

fazispreferencidt. Azaz a hullimvolgy koriil aktivitdscsokkenést mutaté thalamokortikdlis

sejtek membranpotencidlja a hullimvolgy koriil a leghiperpolarizaltabb, és forditva (41. abra).

Az aktivitdscsokkenés és a membranpotencidl hiperpolarizacidja alapjin aktiv inhibicié

jelenlétét feltételeztiik. Nyugalmi membrinpotencidl mellett viszont egyértelmii inhibitorikus
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posztszinaptikus potencidlokat (IPSP) nem regisztrdltunk. Ha a sejteket a mérd intracellularis
(Cs-acetat és lidokain tartalmu) elektrodaval 0 mV-ra depolarizdltuk (megndvelve igy az
anionok bedramldsanak elektromos gradiensét), akkor prominens ritmikus IPSP-k jelentek meg
(42. abra). Az igy regisztralt IPSP-k a lokadlis mezdpotencialokkal korrelaltan jelentkeztek: a
sejtek egy részénél ezek az a hulldmok cstiicsan, mas résziiknél a hullamvolgy koriil jelentek
meg. Ezek az inhibitorikus posztszinaptikus potencidlok GABAa receptorok antagonistdival és
ionotrép glutamat receptorok antagonistdival egyarant blokkolhatok (42. abra). Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a thalamokortikalis sejtek aktivitdsdnak faziskapcsolt gatldsa aktiv
inhibicid, amely valamely olyan gatlosejttd]l szarmazik, aminek aktivitasa részben glutamaterg

serkentésen alapul.
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42. abra. Ritmikus IPSP-k CGL TC neuronokban in vitro. (A) A ritmikus fdzisos IPSP-k
idozitése a proximdlis o oszcillicidk hullamvolgye koriili, ezeket a GABAa receptorok
antagonistdja (gabazin, GBZ) blokkolja. (B) A ritmikus ellenfdzisos IPSP-k idozitése a
proximdlis o oszcillacidk hulldmcsicsa koriili, ezeket az iGlu receptorok antagonistéi
(NBQX és APV) blokkoljak.
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Itt fontos megjegyezniink, hogy a ténusosan tiizel6 thalamokortikdlis sejtek o

hullamokkal valé faziskapcsoltsiga majdnem teljesen megszlinik akkor, ha blokkoljuk a

GABAa receptorokat (43. abra).
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43. dbra. A GABAa receptorok blokkoldsdnak hatdsa a tonusos tiizelésii TC neuronok aktivitdsdanak
fazisos (bal oldal) és ellenfdzisos (jobb oldal) szuppreszidjdra in vitro.

A thalamokortikalis sejtek kétféle neurontdl kapnak gatlast: az nRT sejtjeitdl, illetve a
relémagvakban levd lokalis interneuronoktdl. Mindkét gatlosejt aktivitdsat megvizsgaltuk: in
vitro intracelluléris elvezetéssel fizioldgiailag és morfoldgiailag azonositott sejtekbdl, illetve a
szabadon mozgd dallatokbdl szdrmazd extracelluldris elvezetéseinkbdl, ahol a neuronokat
fiziologiai kritériumok alapjdn azonositottuk (akcids potencidlok szélessége, alvds alatti
aktivitds). Azt tapasztaltuk, hogy mig a lokdlis interneuronok aktivitisnovekedést €s
kisiiléssorozatos tiizelést mutattak o hullimok alatt, addig az nRT sejtjei aktivitdscsokkenést

mutattak (44. abra).
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44. dbra. A CGL interneuronok (bal oldal) és az nRT neuronok tiizelési rdtdja a aktivitdsok alatt
in vivo. Mindkét dbra bal oldaldn egy-egy reprezentativ neuron tiizelési rdta hisztogramja ldthato
a szimultdn regisztrdlt EEG-vel, a jobb oldalon az dsszes regisztrdt neuron dtlag tiizelési rdtdi a
két dllapotban.

Az o hullamokkal val6 kapcsolatukat illetden is eltért a két sejttipus: a 9 regisztralt nRT
neuron koziil egyetlen sejt mutatott o fazispreferenciit (LOrincz és mtsai., 2009a). A regisztralt

CGL interneuronok erds fazispreferenciat mutattak (45. abra).
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45. abra. A CGL interneuronok aktivitasa a hulldmok alatt in vivo. A regisztrdlt neuronok egy
része (5/8 neuron, felso sor) tonusos akcios potencidlokkal jellemezheto, amelyek idozitése az a
hulldmok hullamviilgye koré tomoriil. A kisiiléssorozatos aktivitdssal jellemezhetd interneuronok
(3/8 neuron, also sor) akcios potencidljai a hulldmcsiicsok koré tomdoriilnek. A kisiiléssorozatok elsé
akcios potencidjainak idozitése viszont a hullamvolgy koré tomoriil (zold oszlopok).

A lokdlis interneuronok in vitro o hullimok alatti aktivitdsdt tanulmédnyozva
megfigyeltiikk, hogy a tiizelés o féazispreferencidgja membranpotencidl fiiggd: viszonylag
hiperpolarizalt membranpotencidl mellett megjelend 1-2 AP kizardlag az a oszcillacid
hulldimvolgye kornyékén volt tapasztalhatd, de ha a membranpotencidlt a mérdelektroda
segitségével, egyendram injekcidjdval depolarizdltuk, az akcidspotencidlok tobbsége a
hullimcstics  koré tolédott el. Ez a jelenség a lokdlis interneuronok specidlis
membrantulajdonsdganak koszonhetd: hiperpolarizdlt membranpotencidl mellett érkezd
serkentés 1-2 AP-t eredményez; hipopolarizdlt membréanpotencidl esetében a serkentés soran
keletkezd els6 akcidspotencidlt egy koriilbeliil 50 ms-os aktivitds-sziinet, majd pedig egy
prominens (4-8 AP) Kkisiiléssorozat koveti (46. abra). Az ilyen médon id6ben eltolt
kisiiléssorozat pontosan a hulldmcsucs alatt jon 1étre. Ezzel a mechanizmussal a thalamikus
interneuronok képesek a rajuk érkezd serkentést azonnal gatldsként tovabbitani vagy idoben

eltolt gétlassa alakitani a membranpotencialjuk fiiggvényében.
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46. dbra. A CGL interneuronok aktivitisa a hullimok alatt in vitro. Viszonylag hiperpolarizdlt
membrdnpotencidlértékek mellett (-55 mV) a CGL interneuronok egyedi akcios potencidlokat adnak le az
o oszcilldcio  hulldimvolgyek kozelében. Hipopolarizdlt membrdnpotencidlértékek mellett viszont
kistiléssorozatos tiizelésiik akcios potencidljainak donté tobbsége az o oszcilldcio hulldmcsiicsok kozelében
taldlhato. Az akcios potencidlok idozitésének eloszldsa az dbra jobb oldaldn ldthato, a sziirke oszlopok az
osszes akcios potencidl idozitését, a zold oszlopok a kisiiléssorozatok elsé akcios potencidljdnak idozitését
jelzik.

APK (n)

Norm. tlizelés
o 5
&

50 ms

6.1.4 A thalamikus infralassu oszcillicidk generdlasdnak mechanizmusai

A kolinerg aktivaci6 a thalamikus hal6zatban az a oszcilliciok mellett egy un. infralassi
oszcillacidt (<0.1 Hz) is generdlhat, amely viszonylag hosszi aktiv és inaktiv szakaszok
véltakozdsabol épiil fel (Lorincz és mtsai., 2009b). Az aktiv szakaszokban mind az egyes
neuronok, mind pedig a lokdlis mezdpotencidl aktivitisa az o oszcillicié jellemzOivel
rendelkezik, az inaktiv szakaszban a neuronok nem tiizelnek és nem regisztralhaté szdmottevo

ritmikus lokdlis mez&potencidl.
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47. dbra. Infralassu oszcillaciok TC neuronokban. A kolinerg receptorok aktivdldsa ritmikus elektromos
aktivitdst eredményez, amely az extracelluldris (bal oldal) és a membrdnpotencidl regisztratumokban (jobb
oldal) is ldthato. A kék oszlopok a HT kisiiléseket jelzik.

Az infralassi oszcillicid generdldsidnak mechanizmusai ismeretlenek, ennek érdekében

fiziologiai és farmakolégiai vizsgalatokat végeztiink. Megdllapithatd, hogy az oszcillacié

egymadst valté ritmikus és sztereotip hiper- €s depolarizalé komponensekbdl tevddik Ossze,

amelyek amplitudéja membranpotencialfiggd, frekvencidjuk nem (48. abra). Tehat az

infralassu oszcillaciét valosziniileg nem a TC neuronok intrinszek konduktancidi, hanem
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48. dbra. Infralassiu és a TC neuronok
membrdnpotencidljdnak a kapcsolata.
Részletek a szovegben.

valamilyen kiilsd tényezok. Az esetleges szinaptikus
interakciok szerepét az infralassu oszcillacidk
generdloddsaban  farmakoldgiai  vizsgélatokkal
cafoltuk, ugyanis a klasszikus kémiai
neurotranszmisszid blokkoldsa nem dllitja meg
ezeket. Az intracelluldris  regisztraciok  és
farmakoldgiai eszkozok kombindldsa sordn kideriilt,
hogy a sejtek aktivitdsdt aktiv Ba®" szenzitiv
hiperpolarizacié szakitja meg és az infralassu
periodicitds ennek a kovetkezménye, amelynek
mechanizmusa valdsziniileg bizonyos K* csatornak
megnyildsa (49. abra). Ba’* hatdsira a ritmikus
membranpotencidl hiperpolarizaciok megsziintek,

helyettiikk ritmikus depolarizaciok jelentek meg,

amelyek a kiiszobalatti aktivitds monitorozasakor valltak lathatéva (49. abra, kék téglalapok).
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49. dbra. Az infralassi oszcilldciok generdldsdért Ghe et gt
felelos ionos mechanizinusok. Részletek a s e S m—
szovegben. W
asztrocitdlis eredetli. Tehat a thalamikus infralassd pr=1

oszcilldciok periodicitdsdt nem neurondlis (valésziniileg 50. dbra. Az infralassii oszcilldciok
. . . . ) _ generdldsaért felelés adenozin ATP-bdl
glia sejtek altali) mechanizmusok is képesek befolyasolni. szdrmazik. Részletek a szivegben.

6.1.5 A kérgi lassu oszcillaci6 sejtspecifikus aspektusai
A természetes alvds (Steriade és mtsai., 2001) vagy altatds (Steriade és mtsai., 1993d;
Steriade és mtsai., 1993b, a) alatti kérgi neurondlis aktivitds ritmikusan valtakoz6 aktiv és
inaktiv szakaszokbdl all. Az in vitro taléld neokortikalis agyszeleteken végzett kisérletek sordn
kideriilt, hogy mdédosult iondsszetételli perfiiziés médiumban eléfordulnak aktiv és inaktiv
szakaszok (Sanchez-Vives és McCormick, 2000), viszont a rdagcsdlokbdl készitett
szovetszeletek esetén ezek viszonylag ritkdan (1-2/perc) fordulnak eld és nem ritmikusak
(Cossart és mtsai., 2003; Fanselow és Connors, 2010). Tehat a lassd oszcillacié aktiv és inaktiv
szakaszainak ritmikus alterndcidja mogott alld mechanizmusok ismeretlenek. Altatott
macskdkon végzett kisérletek soran kideriilt, hogy a muszkarinikus acetilkolin receptorok
(mAChR) szisztémads blokkoldsa megroviditi a lassi oszcillacid aktiv szakaszait (Steriade és
mtsai., 1993c), tehdt a mAChR-oknak szerepe lehet az alvédsi lassi oszcillici6 aktiv
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szakaszainak generdldsdban. Az agykérget kolinerg innervécidval ellité bazdlis eldagyi
neuronok aktivitdsa alvds alatt csokken, de nem szlinik meg teljesen (Manns €s mtsai., 2000a;
Szymusiak és mtsai., 2000; Lee és mtsai., 2005; Hassani és mtsai., 2009). Ennek megfeleléen
az ébrenlét alatti eldagyi ACh koncentraci6 az alvds alattinal fokozottabb, de alvas alatt is
szamottevd marad (Marrosu és mtsai., 1995; Vazquez és Baghdoyan, 2001). A kolinerg
rendszer alvasi lassu oszcilliciot befolydsold szerepét in vivo és in vitro kisérletekkel

vizsgéltuk.
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51. dbra. Neurondlis aktivitds altatott egerek hallokérgi RS neuronokban. A
regisztrdlt neuronok egy része kifejezett membrdnpotencidl bimodalitdst mutat (1),
a neuronok mdsik csoportja (2) esetén a membrdnpotencidl eloszldsa egyetlen
csticsot mutat.

Az altatott dllatokban intracellularis technikdval regisztralt hallokérgi infragranuldris
neuronok aktivitdsa aktiv és inaktiv szakaszok ritmikus (0.8 Hz) valtakozasaval jellemezhetd.
Az aktiv 4llapotok membrinpotencidlja intenziv szinaptikus aktivitds jeleit mutatta, és a
neuronok ilyenkor akcidspotencidlokat adtak le (51. és 52 abrak). Kisérleteink sordn 15
reguldris tiizelésli [RS, regular spiking] és 19 intrinszek kisiiléssorozatos [IB, intrinsic bursting]
tiizelésti neuron aktivitdsat regisztraltuk. Az RS neuronok tobbsége (11/15; 73%) esetén az
aktiv és inaktiv szakaszok kozott egyértelmli membranpotencidl kiilonbség figyelheté meg
(inaktiv szakasz: -73.7+2.5 mV; aktiv szakasz: -61.2+1.4 mV), a membranpotencidl eloszldsa
igy két csucsot mutatott. Az RS neuronok madsik csoportja (3/15, 20%) esetében az aktiv

szakaszok egy kevésbé hiperpolarizdlt ~membranpotencidlrél inditottak, igy a
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membranpotencidl eloszlas egycsicsu volt (51. abra). Az IB neuronokban az aktiv szakaszok
hiperpolarizalt membranpotencidlrdl inditottak, igy a membranpotencidl eloszlas két csucsot
mutatott (inaktiv szakasz: -74.3+2.2 mV; aktiv szakasz: -60.1+1.9 mV; n=19 52. abra). Az
aktiv szakaszok kezdetén éltaldban kisiiléssorozat jelent meg, amelyet gyakran EPSP-k el6ztek
meg (52. abra).
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52. dbra. Neurondlis aktivitds altatott egerek hallokérgi IB neuronokban. A
regisztrdlt neuronok egy része esetén a membrdnpotencidl eloszldsa egyetlen
csticsot mutat (1), a neuronok mdsik csoportja kifejezett membrdnpotencidl
bimodalitdst mutat (2).

A neocortex kolinerg bemenete a bazdlis eldagybdl ered (Rye és mtsai., 1984). Az alvési
oszcillaciok és a kolinerg rendszer kapcsolatdt vizsgdlva az in vivo kisérleteinkben azt
muszkarinikus acetilkolin receptorok blokkoldsa. Szkopolamin hatdsdra (I mM a koponydra
épitett perfuziés kamrdba adagolva) a lassti oszcillacié aktiv és inaktiv szakaszai egyardnt
rovidiiltek, igy az oszcillaici6 domindns frekvencidja novekedett: aktiv szakasz (kontroll:
1.240.1 s; szkopolamin: 0.7£0.1 s; n=5; p<0.001), inaktiv szakasz (kontroll: 1.5 _ 0.1 s;
szkopolamin: 1.1+0.1 s; n=5; p<0.05) (53. abra). Az aktiv szakaszokban jelen levd magas
frekvencigji oszcilliciok (30-100 Hz) amplitadéja csokkent, ugyanakkor a lokalis

mezdpotencidllal szimultan regisztralt egysejtaktivitds ratdja csokkent (kontroll: 0.1+0.05 Hz;

53



dc_1964 21
dc_1964 21
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szkopolamin: 0.04+0.02 Hz; n=6;

C);} p<0.001).  Tehat a  kolinerg
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(Lorincz és mtsai., 2015; Crunelli és

== mtsai., 2018).

Ennek megfeleloen egerek
neokortikdlis tuléld agyszeleteiben
szimultan sokcsatornds
extracellularis, illetve intracellularis

regisztraciot végeztiink, és a kolinerg

53. dbra. Muszkarinikus acetilkolin receptorok blokkoldsdinak o o . /
hatdsa a kérgi lassi oszcilldciora. (A) Altatott dllat hallokérgébdl aktivacio hatasara keletkez6 lassa (<1

regisztrdalt LFP és egysejtaktivitds szkopolamin (2 mg/kg) beadds
elott, utdn és a visszatérést kdvetden. A nyers regisztratumok alatt
az dtlagolt lassi hullamok ldthatok. (B) A hdrom dllapot alatt
késziilt LFP teljesitményspektrum. (C) Az dtlag AP/aktiv szakasz

Hz) oszcillacié 1étrejottét vizsgaltuk

kiillonboz6é  tipusi  sejtekben. Azt

(bal oldal), aktiv szakasz idotartam (kozép) és inaktiv szakasz tapaszta]tuk, hogy a nemspecifﬂ(us
idotartamok szdmszeriisitése (jobb oldal) hdrom dllapot (Kon:

kontroll, Szkop: szkopolamin, Vissza: visszatérés) alatt.

kolinerg receptor agonista, Cch

hatasara az Osszes vizsgdlt agykérgi

teriiletbol készitett tiléld agyszeletpreparatumban egy lassu (<1 Hz) oszcillaci6 keletkezik, a

lokélis mezOpotencidlt lassi és nagy frekvencidji hullimok ritmikus fluktuicidja jellemzi, az

aktiv id6szakokban pedig neurondlis tiizelés figyelheté meg (54. abra).
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54. dbra. Az acetilkolin receptorok aktivdldsdnak hatdsa
kialakulo kérgi lassu oszcilldacio in vitro. Szimultdn lokdlis
mezopotencidl (LFP: 0-200 Hz, gamma aktivitdas: 50-200 Hz)
és extracelluldris egysejt elvezetés (Neuron) nyers
regisztrdcioi (feliil) illetve az LFP-bdl késziilt spektrogram.

Ezt  kovetden  extracellularis
akciéspotencidlokat  vezettink el az
elsddleges auditorikus kéreg kiilonbozd
rétegeinek  neuronjaibol.  In  vitro
koriilmények kozott a Cch hatdsdra a
reguldris tiizelésii piramissejtek egy részét
mar lassu (<1 Hz) oszcillacié létrejotte
eldtt aktiv, tonusos akcidspotencial-leadds
jellemzi (9.77£6.77 Hz, 150-bol 32
neuron, 21%), amelyet az oszcillacié
l1étrejotte utan a lokalis mezdpotencidllal
korreldlt tiizelés valt fel. Ezeket a

neuronokat ,.korai tiizelésii” neuronoknak

54



dc_1964 21
dc_1964 21

z

neveztiik el. A masik csoport reguldris tiizelésii piramissejt a kolinerg aktivaciot kovetden csak
lasst (<1 Hz) oszcillaci6 1étrejotte utan kezd ritmikus tiizelésbe, az oszcillacid 1étrejotte eldtt
inaktiv. A kisiiléssorozatos tiizeléssel rendelkez6 piramissejtek egy részét (150-bAl 12 neuron,
8%) mar az oszcillacid 1étrejotte eldtt aktiv, ritmikus kisiiléssorozatos tiizelés jellemzi, mig a
masik sejtcsoport csak az oszcillicid létrejotte utdn, a kolinerg aktivaciot kovetden kezd
ritmikus tiizelésbe, az oszcillacid 1étrejotte elott inaktiv. Az oszcillacid 1étrejotte elott tiizeld
sejtek érzékenyebbek a kolinerg aktivaciora, mint azok a neuronok, amelyek csak a mar aktiv

haldzat altali serkentés kovetkeztében valnak aktivva.
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55. dbra. A “hdlozat meghajto” és az IB neuronok aktivitdsa a kolinerg receptorok aktivdcidjdt kioveto
lassu oszcilldcio alatt. Szimultdn lokdlis mezopotencidl (LFP) és intracelluldris elvezetések (Vm). A karbakol
perfiizios oldathoz addsdt kovetéen a “hdlozat meghajto” neuron regisztrdtumdn membrdnpotencidl
depolarizdcio és ezt kovetd kisiiléssorozatos tiizelés figyelhetd meg az LFP lassi oszcilldcio kialakuldsdval
egyidoben. Az IB neuron membrdnpotencidl depolarizdcidja mérsékeltebb és az LFP lassi oszcilldcio
kialakuldsdt kovetéen kiiszobalatti aktivitds jellemzi. Az oszcilldcio stabilizdloddsdt kovetéen mindkét
neurontipus ezzel Osszehangolt aktivitdst mutat. Az dbra jobb oldaldn a két neuron membrdnpotencidl
eloszlasdt tiintettiik fel. Kozépen az dsszes regisztrdlt “korai tiizelésii”, “hdlozat meghajto”, IB és RS neuron
tiizelésének kezdetét dbrdazoltuk az LFP oszcilldcio kialakuldsdhoz viszonyitva.

Az in vitro lassu oszcillacié keletkezésének hélézati mechanizmusait intracelluldris
regisztracid segitségével probaltuk feltdrni mind az oszcillacié generdldsa kozben, mind pedig
a mar kialakult oszcillaci6 alatt. A regisztrdlt 86 neuron koziil 6 sejt (7%) esetében mar az

oszcillacié kezdetekor ritmikus kisiiléssorozatokat regisztraltunk (az LFP oszcillacié kezdetétdl
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szamitott késés: 3.3£1.8 s, n=06) (55. abra), amelyek a szimultdn regisztralt proximalis lokalis
mezopotencidllal szinkronitast mutattak.

Ezeket ,hdl6zat meghajt6” neuronoknak neveztiik el. A Cch hatdsdra a ,hdldzat
meghajté” neuronok membranpotencidl hiperpolarizicidja csokkent (kontroll: -76.84+4.4 mV;
Cch: -62.4+3.5 mV; n=6), igy az oszcillacié hulldimvdlgyei alatt ritmikus kisiiléssorozatokat
hoztak 1étre, amelyek utdn gyakran rekurrens serkentésbdl ad6dé tovdbbi membranpotencial

hiperpolarizacié csokkenés volt jellemzd (55. abra, nyilak). Az Gsszes regisztralt ,,hdl6zat
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56. dbra. A “korai tiizelésii”’ és az RS neuronok aktivitdsa a kolinerg receptorok aktivdciojdt
kovetd lassi oszcilldcio alatt. Szimultdn lokdlis mezdpotencidl (LFP) és intracelluldris
elvezetések (Vm). A karbakol perfiizios oldathoz addsdt kovetden a “korai tiizelésii” neuronok
(rekonstrudlt neuron bal oldalon) regisztrdtumdn membrdnpotencidl depolarizdcio és ezt kdveto
tonusos tiizelés figyelhetd meg az LFP lassi oszcilldcio kialakuldsdt megelozéen. Az RS neuron
(rekonstrudlt neuron bal oldalon) membrdnpotencidl depolarizdcioja mérsékeltebb és az LFP
lassi oszcilldcio  kialakuldsdt kovetden kiiszobalatti - aktivitds jellemzi. Az oszcilldcio
stabilizdloddsdt kovetden mindkét neurontipus ezzel osszehangolt aktivitdst mutat.

meghajté” neuron 6todik rétegi IB piramissejt volt. A tobbi IB neuron (8/86; 9%) is Cch
érzékeny volt (kontroll: -73.6£2.7 mV; Cch: -67.743.5 mV; n=8), viszont csak az oszcillaci6
megjelenését kovetden lett aktiv (az LFP oszcillacio kezdetétdl szdmitott késés: 30.5+10.4 s;
56. abra), de ekkor aktivitasa hasonléan 6sszefiiggott a lokalis mezdpotencidl oszcillacidval.
Az aktiv szakaszok itt is EPSP sorozatokbdl épiiltek fel (55. abra), mint ahogy ez az in vivo
regisztratumok esetében is megfigyelhetd (52. abra). Morfologidjuk tekintetében a ,,hdl6zat

meghajt6” és a tobbi IB neuron hasonl6 volt. A regisztralt neuronok masik csoportja esetében
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a Cch hataséra egy kifejezett membrdn hiperpolarizicié csokkenés (kontroll: -66.6+£5.3 mV;
Cch: -52.543.1 mV; n=11) és ezt kovetd tonusos akcidspotencidl-leadds (9.7+£2.29 Hz; n=11)
volt megfigyelhetd6 mar az oszcillicid kezdete eldtt (a tiizelés kezdetétdl szdmitott LFP
oszcillaci6 iniciacio késése: 123.45+£19.96 s, n_11; 55. és 56. abrak). Ezeket a sejteket ,.korai
tiizelésti” neuronoknak neveztiik el. Az oszcillacié kialakulasa utan a ,,korai tiizelésii”’ neuronok
aktivitdsa is faziskapcsoltsdgot mutatott a lassu oszcillacioval: az aktiv szakaszok sordn egyre
fokozddo tiizelés, majd kifejezett membran hiperpolarizicid jellemezte a neuronok aktivitdsat
(56. abra). A ,korai tiizelésii” neuronok 6todik rétegi RS neuronok voltak. Az RS neuronok
tobbsége esetében (32/86; 37%) a Cch hatdsdra csak mérsékelt membran hiperpolarizacid
csokkenés volt megfigyelhetd (kontroll: -68.6+5.0 mV; Cch: -64.5£5.7 mV; n=10), igy
akcidspotencidl-leadasuk a lassu oszcillaci6 kialakuldsa utdn (az LFP oszcillici6 kezdetétdl
szamitott késés: 40.3+£7.73 s; 55. abra) indult, viszont ekkor szintén Osszefiiggést mutatott a
lassu hullamu oszcillacioval.

A regisztralt lokélis interneuronokat (n=16) harom csoportba soroltuk: a gyorsan tiizeld
sejtek [fast spiking, FS], a LTS [low threshold spike], illetve az egyéb azonositatlan
interneuronok mindegyike csak az oszcillacio [étrejottét kovetden lett aktiv (LOrincz és mtsai.,
2015), viszont az oszcillacié stabilizdlédasit kovetden az Osszes regisztralt interneuron ezzel

Osszefiiggd aktivitast mutatott (57. abra).
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57. dbra. A kiilonbozd lokdlis interneuronok aktivitdsa a kolinerg receptorok aktivdcidjdt kovetd lassii
oszcillacio alatt. A neuronok morfologiai rekonstrukcioja a nyers felvételek bal oldaldn ldthato. Az
intracelluldris aktivitdsok dbrdzoldsdndl a felso felvétel nyugalmi membrdnpotencidl alatt, az also
hiperpolarizdlo egyendram injekcio sordn késziilt.
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B fellépd epileptikus
58. dbra. A kolinerg receptorok aktivdcigjdt kovetd lassii oszcillicio GABAa
receptorok blokkoldsdval epileptikus aktivitdssa alakul. Szimultdn LFP és Vm aktivitas
regisztrdcio gabazin (GBZ) perfiizios kamrdhoz addsa elott, kozvetleniil utdnna és .
tiz perc elteltével. Az NMIDA receptorok blokkoldsa (APV-vel) részben visszadllitja kovetkezménye. Ennek
a fizioldgids aktivitdst. tisztdzdsa érdekében a

kolinerg aktivicié hatdsara keletkezett lassu oszcillacié sordn farmakolégiailag blokkoltuk a
kérgi gatlasban kiemelt szerepet jatsz6 GABAa receptorokat (gabazinnal, GBZ), aminek
hatdsdra egyértelmll epileptikus aktivitds keletkezett, amely az NMDA receptorok
blokkolasanak hatdsara részben visszaalakult lassd oszcillaciéva (58. abra).
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59. d@bra. A noradrenalin hatdsa a kolinerg receptorok aktivdcidjdt
aktivitasuk ténusos tiizeléss¢ kovetd lassi oszcillaciora. Szimultdn LFP és  extracelluldris
egysejtaktivitdas (bal oldal), illetve intracelluldris aktivitds regisztrdcio
alakult. A noradrenalin noradrenalin (NA) perfiizios kamrdhoz addsa eldtt, kozben és kimosdst
kovetoen.
kimosdsat kovetden a lassd

oszcillacio visszadllt (59. abra).
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Az agykérgi lassi oszcillacié generdldsaban az intrakortikalis serkentés €s gatlas kiemelt
szerepet jatszik. In vitro kolinerg modelliinkben a klasszikus szinaptikus neurotranszmisszio

blokkoldsa megsziintette az LFP lassu Extracel 1 LFP

oszcillaciot, illetve a legtobb neuron Extracell 2
aktivitasanak ritmicitdsat. Ot neuron esetén

viszont a lassa oszcillacid aktiv és inaktiv Control (30 pM cch) + APV/CNQX/CGP/GBZ

. .. . . LFP MWM 100V
szakaszainak ritmikus valtakozasa v

szinaptikus neurotranszmisszio blokkolasat
kovetden is (60. abra). Kovetkezésképpen __)H.\_M..MH_ }.__J.\.MLLH.LMH.[_
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megmaradt a klasszikus serkentd és gatld Exrscell

o
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0

az egyes neuronok intrinszek aktivitasa Kontroll  Blokk Kontroll  Blokk Kontroll  Blokk

fontos szerepet jatszhat, illetve a kolinerg 60. a’brfz. Intrinszek lass'u rztmtcztasz;n/mta/to}nez'tronqk a
hallokéregben. A klasszikus serkento és gdtlo szinaptikus

aktivdcionak szerepe lehet az alvési lassi neurotranszmisszio blokkoldsa blokkolta az LFP lasst
oszcilldciot, viszont egyes neuronok lassi ritmikus
oszcillacio ritmicitasdnak fenntartasaban. aktivitdsa vdltozatlan maradt.

B

6.1.6 A szerotonin szerepe a szaglokérgi informéciofeldolgozasban

Az agytdrzsi raphe magokban taldlhaté neuronokbdl felszabadulé szerotonin (5-
hidroxi-triptamin; 5-HT) részt vesz a hangulat szabdlyozdsaban, szerepe van a biintetésekkel és
jutalmazasokkal kapcsolatos magatartdsfolyamatok irdnyitdsaban (Soubrié, 1986; Cools és
mtsai., 2008; Dayan és Huys, 2009), valamint bizonyos szenzoros, motoros €s kognitiv
funkcidkban (Davis és mtsai., 1980; Jacobs és Azmitia, 1992; Deemyad és mtsai., 2013; Liu és
mtsai., 2014; Fonseca és mtsai., 2015). A korabbi kutatasokban a szerotonin hatasat foként
viszonylag lassu iddskdldn vizsgaltak, viszont a DR 5-HT neuronok aktivitdsa masodperc alatti
1d6skalan is modulalodik (Waterhouse és mtsai., 2004; Ranade és Mainen, 2009; Cohen és
mtsai., 2015), amely gyors hatast gyakorolhat a szenzoros informéciéfeldolgozasra. Kimutattak
ugyanis, hogy a szerotonin képes befolydsolni a szaglogumé miikodését ugy, hogy a szaglod
receptor neuron termindlisok glutamat leaddsat gétolja (Petzold és mtsai., 2009), illetve az
ecsetsejtek aktivitasat serkenti (Liu és mtsai., 2012).

Az anterior piriform kéreg (aPC) szintén a DR innervaci6 jelentds célpontja (De Olmos
és Heimer, 1980). Az aPC neuronjainak két f6 bemenete a kdvetkezd: az OB-bdl az oldalsé
szaglokotegen keresztiil érkezd elOrecsatolt (afferens) bemenet és a lokalis principélis sejtek
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rekurrens kollaterdlisaibdl, illetve egyéb agyi régiokbol szarmazé top-down innervaciobol
szdrmazd visszacsatolt (asszocidcids) bemenet (Haberly, 1998; Isaacson, 2010). Az
asszociacios bemenetek szerepe kiilonboz6 asszocidcids memoriafunkcidokban rejlik (Haberly,
1985; Haberly, 2001). A kordbbi kutatdsok rdmutattak arra, hogy az acetilkolin és a
noradrenalin neuromodulatorok differencidltan gétoljdk az asszociiciés bemeneteket in vitro
(Hasselmo és Bower, 1992; Hasselmo és mtsai., 1997), viszont a szaglokérgi afferens és az

asszocidcids szerotoninerg neuromoduldcié hatdsa nem ismert.

A szaglokérgi szerotoninerg neuromodulaciot eldszor in vitro tuléld agyszeletekben
vizsgéltuk. A szaglokéreg két f0 bemenete, az afferens informdacié forrasit képezd bulbus
olfactorius mitralis és ecsetsejt axonokbdl 4ll6 tractus olfactorius az 1a rétegben szinaptizdl a
principdlis sejtek disztélis dendritjeivel €s a lokalis interneuronokkal, viszont a lokdlis rekurrens
kollaterélisokbdl és szomszédos kérgi teriiletekbol szarmazé asszociacids rostok az la rétegtol

o ventrdlisan ~ helyezkednek el  (61. abra).
ASSZOCIACIOS AFFERENS

>
£
Y )
| 2ms
BO
G AFF stim aPC
m
1a
\%——4
1l

b

Kovetkezésképpen ebben a kérgi struktiraban az
afferens és asszociacios rostok térben szeparéltak, tehat
kiilon-kiilon lehet ingerelni Oket. Szaglokérgi tuléld
agyszeletekben elektromos stimuldlé elektrédakat
helyeztiink el az 1a rétegben, illetve a 2 rétegben, és egy

mérdelektrodat az 1b rétegben. Mind az afferens, mind

ASSZ stim - | ‘

az asszocidcids rostok ingerlését (70-100 pA, 0.1 ms,

0.1 Hz) kovetden  populdciés  excitatorikus
61. 4bra. Szerotonin hatdsa a szaglékéreg POSztszinaptikus potencidlok (fEPSP) regisztralhatok.
afferens és asszocideids vdlaszaira in vitro. Szerotonin hatdsira az asszocidcids rostok ingerlésével
kivéltott populacios excitatorikus posztszinaptikus potencidlok amplitiddja csokkent, az
afferens utvonal ingerlése viszont novekedett (61. abra). Kovetkezésképpen a szerotonin

utvonal-specifikusan képes a szaglokéreg aktivitdsat befolydsolni.

60



dc_1964 21
dc 1964 21

Ezt kdvetden a szerotoninerg neuromoduldcid hatasat vizsgaltuk a ARYDIO.EF12.CHRE.EVED
szaglokérgi neuronok szenzoros informéaciéfeldolgozasaban, %

SERT-Cre

altatott 4allatokban (Lottem és mitsai.,, 2016). A szerotoninerg .
neuronok az agytorzsi raphe magvakban taldlhatok, de itt a
szerotoninerg neuronok mellett szdmos GABAerg, glutamaterg és

dopaminerg neuron is taldlhaté (Allers és Sharp, 2003). A Fényers

Optikaiszal

/ LED
e%8 S

szerotonin leaddst a dorzdlis raphe szerotoninerg sejtjeinek

11
[
optogenetikai mddszerekkel torténd ingerlésével valtottuk ki, % | |
ugyanis az elektromos ingerlés a szerotonin leadds mellett a 62. dbra. Gyors, specifikus

.. L . L. o szerotoninerg neuron
proximalis neuronhdl6zat egyéb neurokémiai identitasu sejtjeit és az  gksivdcis optogenetikai

athalado felszallo aktivalé rendszer rostjait is aktivdlhatja. A technikdval.

specifikus  szerotoninerg  stimuldci6  érdekében  fényérzékeny  kationcsatornat,
channelrhodopszint (ChR2) expresszéltattunk szerotoninerg sejtekkel tigy, hogy cre-dependens
viruskonstruktot injektaltunk SERT-cre egerek raphe magjaba (62. abra). A channelrhodopszin
megfeleld expresszidjarol az EGFP fiiziés fehérje vizualizaldsa segitségével (62. abra),
specificitdsarol triptofan hidroxildz (TPH) immunhisztokémiai vizsgélat soran és az azt kdvetd
magas EGFP-TPH atfedést (a ChR2-YFP expresszdld neuronok 93.962.0%-a TPH
immunreaktiv) tapasztalva gy6zddtiink meg. Ezenkiviil ChR2 expresszalo tuléld agytorzsi
szeletekben cell-attached patch clamp technika segitségével regisztraltuk a szerotoninerg EGFP
fluoreszcenciat mutatd neuronok elektromos aktivitasit. Az 0sszes EGFP-t expresszalo sejt
fotostimulaciora akcidspotencidlokkal valaszolt (62. abra). Intakt allatban is sikeriilt
fotostimuldcié hatdsdra akcidspotencidlokat regisztrdlni a DR teriiletér6l. Mindezekbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a channelrhodopszint kifejez6 sejtek szerotoninergek és fény hatdsara
nagyon j6 id6beni felbontdssal akcidspotencidlokat generdlnak, ami feltételezhetden szerotonin

leaddshoz vezet a szerotoninerg sejtek projekcids teriiletén.
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63. dbra. A DR szerotoninerg neuronok stimuldcidjanak hatdsa
az aPC neuronok spontdn aktivitdsdra. (A) Kisérleti feldllds és
ChR2-YFP expresszio a DR-ben. (B) Reprezentativ aPC neuron
spontdn  aktivitdsvdltozdsa  szerotoninerg  stimuldciora.
Extracelluldris egysejtaktivitds, fotostimuldlt (kék téglalap, 3s) és
kontroll raszter plotok és peristimulus idohisztogramok. (C) Az

osszes regisztrdlt aPC neuron szinkodolt normalizdlt dtlag
tiizelési rdtdja a fotostimuldcio koriili idészakban. Alul: az Osszes
neuronbol szdmolt dtlag peristimulus idohisztogram. (D) A
fotostimuldcios moduldcids indexek eloszldsa.

DR mag szerotoninerg sejtjeiben
ChR2-t expresszalo allatokat uretannal
altattuk, és elsddleges szaglokérgiikbe
(aPC, anterior piriform cortex)
mikroelektroddkat  helyeztiink el,
amelyekkel az itt 1év0 neuronok
elektromos aktivitdsit monitoroztuk.
Szerotonin fotostimul4ciét kdovetden a
legtobb regisztralt sejt (47 sejt a 64-
bol, 60%) elektromos aktivitdsa
szignifikdns csokkenést mutatott, 3
sejt elektromos aktivitdsa fokozodott,
a maradék 14 sejt elektromos
aktivitdsa pedig nem  mutatott
szignifikans valtozast (63. abra). A
vdlasz latencidja legtobb esetben gyors
volt (medidn: 161+48 ms). A hatds
doézisdependencidt mutatott, ugyanis
magasabb  stimuldciés frekvenciat
vagy hosszabb id6tartamu
fotostimuldciét alkalmazva a hatds

fokozddott (Lottem és mtsai., 2016).
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A spontdn aktivitdsra gyakorolt hatds kétféle lehet:

amennyiben az aktivitdscsokkenés abszolut értéke — =

azonos, akkor alacsonyabb és  magasabb =

alapaktivitdssal bir6 sejtek esetében szubtaktiv 3% 107

inhibicirél, ha pedig ezek figgvényében

véltoztatjak abszolut értékeiket, akkor multiplikativ ;q';J 5]

inhibiciérél beszélhetiink. Azok az aPC sejtek, E

amelyek magasabb alapaktivitdssal rendelkeztek, 0-(') z 0 &

fotostimulaci6 hatdsara nagyobb aktivitdscsokkenést o
Kontroll tuzelési rata (Hz)
mutattak, mint az alacsony alapaktivitdsd neuronok,
64. abra. A DR szerotoninerg neuronok
tehat a szerotonin fotostimulacid egy diviziv stimuldcidjdnak hatdsa az aPC  neuronok

. , spontdn aktivitdasdra. A korok az egyes neuronok
szupressziot gyakorol a neuronokra (64. abra). ivirdsdr (sziirke:  kontroll, kék: DR

fotostimuldcid), a vonalak a linedris regresszios

Elméletileg lehetséges, hogy a tapasztalt inhibicié illesztést dbrdzoljdk.

mértéke Osszefiigg a kiilonb6z0 neuronok datlagos alapaktivitdsdval. Ezt kizdrandéan
megvizsgiltuk, hogy ugyanazon sejt aktivitisdit hogyan befolydsolja a szerotonin
fotostimuldcié és az uretdn altatdsban jol ismert jelenség, az alapaktivitds bizonyos mértékii
spontdn ingadozdsa. Azt tapasztaltuk, hogy a hatds abszolut értéke nagyobb volt azokban az
esetekben, amikor a sejt alapaktivitdsa fokozott volt, mint amikor ugyanannak a sejtnek a
spontdn tiizelése mérsékelt volt, tehat elmondhatjuk, hogy a szerotonin fotostimul4cié hatdsa

egy tisztan diviziv inhibicio.

Mivel a szerotoninerg sejtek a szaglorendszer mds teriileteire is vetitenek (Mclean és
Shipley, 1987), nem zarhatd ki a lehetdség, hogy a tapasztalt hatés a szaglérendszer egy kordbbi
allomasan, példaul a bulbus olfactoricusban (BO) kovetkezik be. Emiatt szaglokérgi és BO
neuronok elektromos aktivitdsit is tanulmédnyoztuk szerotonin fotostimuldcidja kozben. A
szerotonin fotostimuldci6 csak mérsékelt hatdssal volt a regisztralt 14 BO (valdsziniileg mitralis
sejtek és/vagy ecsetsejtek) neuron elektromos aktivitdsdra: mindossze 2 neuron aktivitdsa
mutatott jelentOs eltérést. Ezek aktivitdsa pedig szerotonin fotostimuldcié hatdsidra enyhén
fokozodott (65. abra). Tehat az aPC szerotonin fotostimulaciot kovetd aktivitascsokkenés nem

magyarazhat6 a BO-ban torténd szerotoninerg hatassal.
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65. abra. A szerotoninerg neuronok specifikus optogenetikai stimuldcidjdanak
hatdsa a szaglogumé (BO) és a szaglokéreg (aPC) neuronjainak spontdn
aktivitasdra. (A) Szimultdn extracelluldris aPC és BO neuron regisztrdcio nyers
felvételén jol ldathato a hosszii idotartamii (30s) fotostimuldcio szelektiv hatdsa az
aPC neuronra. (B) az dsszes regisztrdlt BO (zold) és aPC (piross) peristimulus
hisztogramja a fotostimuldcio koriil. (C) A regisztrdlt BO és aPC neuronok
fotostimuldcios moduldcios indexe (eloszlds oldalt). (D) A szimultdn regisztrdlt
BO és aPC neuron fotostimuldcios moduldcios indexe.

A szaglokérgi spontan aktivitds megfigyelését kovetden a szaglokérgi sejtek szenzoros
ingerekre adott vdalaszit tanulmanyoztuk. Ennek érdekében kiillonbozd szagingereket
prezentdltunk az dallatoknak egy sajat készitésli olfaktométer segitségével. A kiillonbozo
szagingerek szignifikdns vdlaszt valtottak ki 33 neuronban (52%), 25 sejtben pedig (40%)
szimultdn  tapasztaltunk  szagvalaszt és  szerotonin  fotostimuldciét  kovetd
alapaktivitidscsokkenést. Ha a szerotoninerg fotostimuldciét és a szagingert egyidejlileg

alkalmaztuk, akkor azt tapasztaltuk, hogy a hatds nagymértékben hasonlitott a spontdn

aktivitaskor tapasztaltakhoz. A 25

Szag Szag-spontdn regisztrdlt  neuron  aktivitdsat

haromféle peristimulus
(Szag+PS)-PS

Szag + PS hisztogramként abrazolhatjuk (66.

| abra, bal oldal): a spontan

aktivitdsra gyakorolt

66. 4bra. Szerotoninerg fotostimuldcié hatisa a szaglékérgi fotostimulacié hisztogramjat (PS),
neuronok szagingerek dltal kivdltott vdlaszaira. Részletek a

szévegben. illetve a szaginger altal kivaltott
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aktivitas hisztogramjat fotostimuldci6 jelenlétében (Szag+PS) és annak hidnyaban (Szag). Ha a
fotostimuldcié jelenlétében szaginger altal kivdltott aktivitds hisztogramjabdl kivonjuk a
spontan aktivitasra gyakorolt fotostimulacié hisztogramjét, akkor megkapjuk a tulajdonképpeni
szaginger altal kivaltott valaszokra gyakorolt fotostimuldci6 hatdsit. Az igy kapott hisztogram
teljesen megegyezik a szaginger altal (fotostimulédcié nélkiil) kivaltott aktivitas hisztogramjaval
(66. abra, jobb oldal). Vagyis a szaginger altal kivaltott vélaszra gyakorolt szerotonin

fotostimuldcids hatds teljes mértékben magyardzhato a spontdn aktivitdsra gyakorolt hatdssal.

6.1.7 A szerotonin sejt-specifikus szerepei a szaglokéregben

e
>
o0mv E .
bl .
= 3
R SR i N
56 mV H
Gac) ‘—g ¢
) o
Il A
o
2-5
T Kon WAY
55 mv I

(+d.c)

5-HT WAY 100135

10s F

1
|
H
|
i
Depolarizacié (mV)
& 3

58 mV
tde)  oqir 10 ° \
5 N
FHT kelanserin 0 2y (o]
58 mV — -
(+d.c) Kon ket

67. abra. Szerotoninerg hatdsok a szaglokérgben. (A) Szerotonin immunreaktiv rostok
a szaglokéregben (z0ld csatorna). A szaglokérgi rétegeket (L1-3) szaggatott vonalakkal
jeloltiik, a kék csatorna a DAPI festést illusztrdlja. (B) A lokdlis szerotonin applikdcio
vdzlatos dbrdzoldsa. (C) Szaglokérgi piramissejt membrdnvdlasza és morfologidja (bal
oldal), szerotonin vélasza kontroll és 5-HTla antagonista (WAY100135) jelenlétében.
(D) A szerotonin hatdsa a szaglokérgi piramissejtek membrdnpotencidljdra. (E)
Szaglokérgi interneuron membrdnvdlasza és morfologidja (bal oldal), szerotonin vélasza
kontroll és 5-HT2a antagonista (ketanserin) jelenlétében. (F) A szerotonin hatdsa a
szaglokérgi interneuronok membrdnpotencidljdra.
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A szerotonin celluldris hatdsait in vitro taléld szovetszelet prepardtumokban tanulméanyoztuk
lokdlis farmakoldgiai és optogenetikai moddszereket kombindlva whole-cell patch clamp
technikdval morfolégiailag azonositott szaglokérgi principdlis sejteken €s interneuronokon. A
szaglokéreg teriiletén. Szerotonin immunhisztokémiai festést alkalmazva a szaglokéreg
teriiletén gazdag rosthalézat figyelhetd meg az 1-es €s a 3-as rétegek esetén (67. A abra). A
szerotonin kiilonb6z6 azonositott szaglokérgi neuronokra gyakorolt hatdsat el6szor lokalis
szerotonin applikacié segitségéval tanulmanyoztuk (67. A abra). A principalis neuronok
membranpotencidlja szerotonin hatasdra hiperpolarizdlt (kontrol: -70.47+0.79, 5-HT: -
73.38+1.07, p<0.05, n=5), ez a hiperpolarizal6 hatds az 4draminjekcidval kivaltott akcids
potencidl leadast nagymértékben csokkentette (67. B és D abra). Mind a hiperpolarizacié, mind
pedig a tiizelés csokkenés megeldzhetd volt az 5-HT1a receptor blokkold jelenlétére (5-HT: -
2.64+0.47 mV, WAY 100635 + 5-
HT: 0.05+0.14 mV, p<0.05, n=5).

20 my/

200ms Az interneuronok

membranpotencidlja  szerotonin

hatdsdra hipopolarizalt (5-HT:
7.30+£3.24 mV, n=5), illetve akcids

|

5-HT PS
I |

potencia leadast eredményezet

(atlag kivaltott tlizelési réta:
2.66x1.40 Hz, n=5), ezt a hatast az
5-HT2 receptorok antagonistdja
gatolta (67. E és F abra).

Az endogén 5-HT leadas hatasat a

T

F szaglokérgi neuronokra SERT-cre
3 -
egerekben tanulmanyoztunk,

]

|
0000 O @

amelyek 5-HT neuronjai ChR2-t

-

expresszaltak. A virusfertozést

ketanserin

Vm véltozas (mV)

kiivet6 8-15 hét posztinfekcids

PYR INT < ap . 1 z1n
idoszak elteltével talélo
68. abra. Szerotoninerg fotostimuldcio hatdsa a szaglokérgi

neuronok membrdnpotencidljdra. (A) Kisérleti feldllds. (B) ChR2 agyszeleteket  készitettiink az

expresszdlo DR rostok a szaglokéregben. (C) Szaglokérgi piramissejt egerek szaglékérgébol és
membrdnvdlasza a DR rostok lokdlis fotostimuldciojara (5-HT PS).
(D) Szaglokérgi gyorsan tiizel6 neuron membrdnvdlasza hipo- és optogenetikai stimulacionak

hiperpolarizdlo drmainjekciora és (E) a DR rostok lokdlis )
fotostimuldcicjdra (5-HT PS) kontroll és 5-HT2a receptorok vetettik ald szimultdn azonositott
blokkoldsa mellett (ketanserin). (F) 5-HT PS hatdsa az 0Osszes

regisztrdlt piramissejt és interneuron membrdnpotencidljdra. neuronokbol  késziilt  whole-cell

66



dc_1964 21
dc 1964 21

patch clamp regisztracioval (68. A abra). A szaglokéreg teriiletén jelentés ChR2 expresszald
rost figyelheté meg (68. B abra). 20 azonositott szaglokérgi principdlis sejtben a ChR2
expresszalo 5-HT axonok lokalis fotostimuldcidja nem okozott szdmottevd membranpotencial
véaltozast (5-HT fotostimuldciét kovetd atlag Vm véltozas: -0.03+£0.04 mV, p>0.05,n=20).
Interneuronok esetén a ChR2 expresszdldé 5-HT axonok lokdlis fotostimuldciéja a
membranpotencidl hipopolarizacidjat okozta (5-HT fotostimulaciot koveto dtlag Vm valtozas:
1.11+0.42 mV, n=8). Bizonyos esetekben a fotostimuldcidt akcids potencidl leadas kovette (68.
E abra). Az 5-HT2 receptorok antagonistdja megszlintette a depolarizaciot és az akcids
potencidl leadast (68. E abra). A tovabbiakban szaglokérgi principalis sejtek és interneuronok
altal kivaltott akciés potencidl leadds 5-HT fliggését tanulmdnyoztuk dgy, hogy azonos
aramlépcso altal kivaltott tiizelést hasonlitottunk 6ssze 5-HT fotostimuléacié jelenlétében és

A annak hianyaban (69. abra).

Kon Principalis sejtek esetén az 5-

20 mv
200ms

HT fotostimulacié hatasara az

| = akciés  potencidl  leadas

B csokkent (normaliz4lt
o fotostimuldci6  alatti  atlag
- tiizelés: 30.969.51%,

C
'_M‘

T3mV

p<0.01, n=16) (69. A és D

abra). Interneuronok esetén

5-HT

20 mv
200 ms

az fotostimulacio

I5mV

PYR

69. abra. Szerotoninerg fotostimuldcio hatdsa a szaglokérgi neuronok
kivdltott elektromos aktivitdsdra. (A) Piramis sejt membrdnvdlasza
hiperpolarizdlo  és  depolarizdlo  draminjekciora  (bal  oldal).
Araminjekciora jelentkezd tiizelés kontroll (Kon) és 5-HT fotostimuldcio
(PS) alatt. A regisztrdlt neuron morfologidja az dbra jobb oldaldn ldthato.
(B) “Stuttering” interneuron membrdnvdlasza (bal oldal). Araminjekciém
jelentkezo tiizelés Kon és 5-HT PS alatt. A regisztrdlt neuron morfologidja
az dbra jobb oldaldn ldthato. (C) Szaglokérgi interneuron
membrdnvdlasza (bal oldal). Araminjekcidra jelentkezd tiizelés Kon és 5-
HT PS alart. (D) Kontroll és 5-HT fotostimuldcio alatti kivdltott
elektromos aktivitds az dsszes regisztrdlt szaglokérgi neuron esetén.

hatdsara az akcios potencial

leadds a sejtek tobbsége
esetén novekedett, de ez a
hatds az egész csoportra nem
volt szignifikdns (normalizalt
fotostimuldcié alatti atlag
133.73+28.63%,

p>0.05, n=10) (69. B, C és D

tiizelés:

abra).
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6.1.8 A raphe-hipothalamikus kdlcsonhatasok szerepe az ébrenlétben

G.A.B':. £ o .f;HT Az LH-raphe pélya funkciondlis
hd . hd i L . . rd z z LT X3 s ”
' ‘ T ' ‘ 1 jellemzése érdekében kiilonbzo

10 5 0 5 10 15
PSP amplitidé (mV) allatok LH teriiletét adenoasszocialt
SYET virussal injektaltuk, amelybe a

Streptavidin 5my

M ChR2 fehérje és a Venus fluorofért

NBOX Sty koédolo DNS-t csomagoltdk.

Wl tn——y = " Harminc nap elteltével az dllatok
Lkl L)

NBQX{/'”V ot raphe magvaban prominens ChR2

expresszalo axonplexus volt

70. abra. LH-DR szinaptikus hatdsok in vitro. LH fertézitt megfigyelheté (70. abra). Az in
egerekbol készitett agytorzsi stilélo szovetszeletekben jol ldthatok a

ChR2-Venus expresszdlé LH axonok. A szerotonerg neuronok (5-HT vitro taléld agyszeletekben ,,whole
immunreaktiv, lassu tiizelés) iGIuR medidlt EPSP-kel, a GABAerg -
neuronok (GABA immunreaktiv, gyors tiizelés) GABAa medidls IPSP- cell  patch — clamp”  technikaval
kel vdlaszoltak az LH axonok lokdlis fotostimuldcidjdt kovetden. Az
osszes regisztrdlt neuron PSP amplitude eloszldsa az dbra felsé jobb
oldaldn ldthato (piross: szerotonerg, zold: GABAerg neuronok,
sziirke: azonositatlan neurokémiai identitdsi neuronok).

regisztrdlva kideriilt, hogy a
neuronok egy részében ChR2
expresszalo LH axonok
fotostimuldcidja posztszinaptikus valaszokat valt ki (29/68 neuron, 42%).

Kideriilt ugyanakkor, hogy ChR2 expresszal6 LH axonok fotostimuldcidja azonositott
szerotoninerg neuronokban AMPA/KA receptor medidlt excitatorikus posztszinaptikus
potencidlokat, azonositott GABAerg interneuronokban pedig GABAAa receptor medialt
inhibitorikus posztszinaptikus valaszokat eredményez (70. abra). A regisztralt serkent6 és gatld
posztszinaptikus potencidlok monoszinaptikusak, mivel latencidjuk ingadozdsa minimdlis
(<0.3 ms), illetve TTX és 4-AP sem a serkentd, sem pedig a gitlé potencidlokat nem blokkolta,
kizarva igy a poliszinaptikus hatdsok lehetdségét. Bebizonyitottuk tehat, hogy az LH
neurokémiailag specifikus projekciokat kiild a DR-be, GABAa receptor medidlt
monoszinaptikus gétldst eredményezve a GABAerg neuronokon, és AMPA/KA glutamat

receptor medidlt monoszinaptikus serkentést eredményezve a szerotoninerg neuronokon.
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Az LH-bol DR-be irdnyuld gatld

AAV-Flex-ChRZ-1dTomata WEAT egér

Extracell{PS

\ projekcidk szerepét ugy vizsgéltuk,
hogy VGAT-cre egerek LH magjat
cre-dependens adenoasszocidlt
virussal (AAV1-CAGGS-FLEX-
CHR2-tdTomato-SV40) fertdztiik

meg, amelynek eredményeképpen

71. dbra. A GABAerg LH axonok lokdlis fotostimuldcigianak 2 LH GABAergikus neuronjai
hatisa a DR neurondlis aktivitasra. Feliil: kisérleti feldllds és ChR2 és tdTomato
hisztologia. VGAT egerek LH teriiletének cre-dependens virussal

valo fertozése tdTomato expressiot eredményez az LH GABAerg expresszaltak (71. abra). Altatott
neuronjaiban, amelyek axonjai jol ldthatéak a DR teriiletén (aq:

aqueductus cerebri). Alul: reprezentativ regisztrdacic DR allatokban jutacelluldris technikdval
neuronbdl,  lokdlis  fotostimuldcio  hatdsdra  jelentkezo Lo ,
aktivitdscsokkenés, illetve a regisztrdlt és feltoltitt neuron MOT fologiailag  azonositott DR
fluoreszcens mikroszkopids felvétele.

fluorofort

neuronok elektromos aktivitdsat
regisztraltuk szimultdn LH VGAT rostok lokalis fotostimuldcidjaval (5 db 10 ms-os felvillanas,
20 Hz, 5 mW). A regisztralt neuronok jelentOs része esetén az LH VGAT axonok lokélis
fotostimuldcidja a neuronok spontdn tiizelési ratajat csokkentette (kontroll aktivitas: 7.72+6.43

Hz, fotostimulaciot kovetd aktivitds: 5.37+6.77, p<0.001; 72. abra). 8 neuron morfologidjat

sikeriilt azonositani, ezek a neuronok nagy N o~
A‘ ™
valészinliséggel GABAerg neuronok voltak % ;{‘?

10

]
(=1

Tizelési rata (Hz)
B [=2]

Tlzelési rata (Hz

R -

kis méretli sejttestilk, viszonylag magas
spontan tiizelési ratajuk (6 Hz), illetve a DR-

en beliili lateralis lokalizdcigjuk miatt.

3

Eber egerek raphe magjabdl regisztrilva az 0

LH VGAT neuronok axonjainak lokdlis

(=1

0 0
1d3 (s) 1d6 (s)

fotostimulacidjaval (5 db 10 ms-os felvillanas, 72. dbra. LH GABAerg axonok DR fotostimuldcidjdnak
hatdsai a DR neurondlis aktivitdsra. A fotostimuldcio
20 Hz, 5 mW) egyidOben azt tapasztaltuk, hogy alapjin késziilt peri-stimulus hisztogramok altatott (bal

. 3 . 3 oldal, n=25 neuron) és éber (jobb oldal, n=12 neuron)
az alacsony, regularis spontan tiizeléssel gilatokboi regisztrdlt neurondlis aktivitdsok alapjdn.

jellemezhetd neuronok aktivitdsa fokozddott
(10 neuron a regisztralt 12-bdl, 83%), a magas és irreguldris spontdn aktivitasu (feltehetoleg
GABAerg) neuronok aktivitdsa pedig mérséklddott (2 neuron a regisztrdlt 12-bol, 17%).

Az eddigiekben jellemzett LH-DR GABAerg projekcié funkciondlis szerepét
alvasvizsgalatok sordn vizsgéltuk meg. Az ChR2 expresszdlo LH GABAerg neuronok

axonjainak DR-ben torténd fotostimuldcidja képes az alvo egereket felébreszteni LA
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mm eYFP Kontroll (n=5) alvasstadiumbdl, viszont PA
mm Vgat:ChR2 (n=6)
LA PA stidiumban a fotostimuldcié nem
80, 100,
@, . . 2, eredményezett ébredést (73. abra),
E g a0
g 609 c tehat az LH-DR GABAerg projekcié
© T 604 . -
2 40] r hatdsai dllapotspecifikusak.
= T 404
= e
0 i} ©
g 20 g 20l
=z <
" 5Hz 20 Hz " 5Hz 20Hz

73. abra. Az LH GABAerg rostok fotostimuldcidja a DR-ben
ébreszto hatdasi. LH GABAerg rostok fotostimuldcidjdt koveto
LA-ébrenlét (bal oldal) és PA-ébrenlét dtmenetek latencidja (jobb
oldal).

6.2 A patologids agyi allapotok mechanizmusai és szerepei a thalamokortikélis

rendszerben

6.2.1 Az absence rohamok generdlasdnak thalamokortikdlis mechanizmusai

Az in vitro modelleken alapulé kutatdsi eredmények szerint az absence roham
generdldsaban a TC neuronok kisiiléssorozatos tiizelése fontos szerepet jatszik (von Krosigk és
mtsai., 1993; Bal és mtsai., 1995b, a; McCormick és Contreras, 2001). Az iktogenezis
mechanizmusait szabadon mozgé GAERS patkdnyokban tanulmédnyoztuk szimultdn
thalamikus és agykérgi egysejtaktivitds monitorozas és lokdlis farmakolégia kombindcidjdnak
segitségével. Osszehasonlitottuk a szomatoszenzoros thalamusz, a nucleus reticularis thalami
és az elsddleges szomatoszenzoros kéreg infragranularis rétegi neuronok aktivitsat iktalis

(rohamok alatti), illetve interiktalis (rohamok ko6zotti) id6szakokban.
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Kisérleteink sordn 139 TC neuron aktivitdsat monitoroztuk; akcidspotencidljaik
idotartama 11.5+4.4 s volt. Iktalis aktivitdsuk ratdja az interiktalisnal alacsonyabb volt (iktdlis
rata: 5.44 + 0.03, interiktdlis rata: 11.4 +0.04 Hz, P <0.001) (74. abra). Az iktalis
aktivitascsokkenést a tonusos tiizelés csokkenése okozta (iktalis ténusos tiizelési rata: 2.8+0.01
interiktalis tonusos tiizelési rata: 9.3+0.03 Hz, P<0.001) (74. abra), az aktivitascsokkenés az
EEG-n detektdlhaté rohamokat mintegy 2s-mal megeldzte, és a roham végéig fennmaradt. A

kisiiléssorozatos  tiizelés  ratdja

= 1 e viszont az iktdlis peridus eldtt 1s-
g 40 mal kezdett novekedni (iktalis
% 101: L. kisiiléssorozatos  tiizelési  réta:
S A e WFM 184022  Hz, interikedlis
250 2'5, 250 23 50 kisiiléssorozatos tiizelési
25 e 5 réta:0.40+0.01 Hz), majd a roham
= ' ' kezdetét kisvetd 2s utdn ért el stabil
g értéket (0.9+£0.01 Hz). A teljes
lg iktdlis szakasz tekintetében a
8 5 Y X i , kisiiléssorozatos tiizelés alacsony
2.5 0 25 =25 0 25
1d6 (s) volt (az SWD-k 15.7+0.1%-a), a
—— = ténusos  tiizelés az  SWD-k
g 30.120.1%-dban volt
3; i: ‘ : megfigyelhets. Osszességében a
& = ‘ neuronok kozel fele (62 neuron a
o L 0 ~ — O - 139 regisztraltbdl, 45%) az SWD-k
1d6 (s) 50%-4ban nem adott le

74. abra. TC és nRT neuronok iktdlis és interiktdlis aktivitdsa. A
TC (kék) és az nRT (z0ld) neuronok teljes (feliil), a kisiiléssorozatos
(kézénen) és a tonusos (alul) tiizelése az absence rohamok eldtr, alacsony tiizelés ellenére az iktdlis
kozben és utdn. A rohamok kezdetét és végét fiiggoleges szaggatott

vonalak jelzik. Részletek a szovegben. neurondlis aktivitds kifejezetten

akciospotencidlt. A viszonylag

ritmikus volt. A regisztralt nRT neuronok az interiktédlis aktivitdsuk szerint két csoportba
oszthatok: ébrenlét alatt aktiv (EA, >10 Hz) és ébrenlét alatt inaktiv (EI, <10 Hz) neuronokra.
Az EA neuronok étlagos interiktalis tiizelési rdtdja (47 + 1.8 Hz, 13 neuron) a preiktalis
szakaszban (500 ms-mal a roham kezdete elott) csokkent (31 + 0.9 Hz), majd az iktdlis szakasz
kezdetén ndni kezdett (62.1 £ 0.2 Hz), és a teljes iktélis szakaszban emelkedett maradt (52 + 2
Hz). Az EA neuronok ténusos tiizelése (25 £ 1 Hz) is csokkent preiktdlisan, majd iktalisan 14

+ 2 Hz volt. Az EA neuronok interiktalis kisiiléssorozatos tiizelése (0.31 + 0.01 Hz) az iktalis
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szakasz elején (2.5s a roham kezdete utdn) volt a leghangsulyosabb (2.4 + 0.02 Hz), majd a
roham végéig fokozatosan csokkent. Az EA neuronok esetében kisiiléssorozat az SWD-k 25%-
aban, ténusos tiizelés pedig az SWD-k 53%-édban volt jelen. Az dtlag AP/SWD 6.2 + 0.3 volt.

Az EI neuronok iktalis és

TC x CTX TC x CTXs0, TCyysy, X CTX TCrgy X CTX interiktalis  aktivitdsa
LA } A tA { E\ kozott nem észleltiink
-40 0 20 -40 0 40  -40 0 40  -40 0 40 szamottevo
kiillonbségeket (74.

nRT x CTX NRT X CTXs0. RT s, X CTX Tron X CTX .

! abra).
LA_ i;___,: L.‘_‘ l .A&Nh& : .... Annak érdekében, hogy
-40 0 40  -40

Eltolas (ms) EItoIas (ms) Eltolas ms) EItoIas ms) az iktalis aktivitas

75. dbra. A thalamikus neuronok iktdlis kérgi serkentése. Reprezentativ 1étrejoticben szerepet

keresztkorreldciok TC és S1 infragranuldris neuron (CTX), illetve nRT és CTX jatsz6  kortikothalamikus
neuronokbol. A bal oldali oszlopok keresztkorreldcioi a teljes tiizelésbdl, a
mdsodik oszlopban a TC és nRT neuron teljes tiizelése a CXT kisiiléssorozatos hatasokat azonositsuk,
tiizeléséb6l (KISUL), a harmadik oszlop a CTX teljes tiizelésébdl és a TC, illetve
az nRT neuron kisiiléssorozatos tiizelésébdl, a jobb oldali oszlop a TC és nRT szomatotopikusan
neuron ténusos (TON) tiizelésébdl, illetve a CTX teljes tiizelésébol let szamolva.

hasonl¢ tertiletekrol TC és
S1 infragranuldris neuronok aktivitasat regisztraltuk. 58 szimultan regisztralt TC és agykérgi
neuron regisztratum koziil 13 esetben az iktalis keresztkorrelogramok két jol meghatarozott
csuccsal rendelkeztek, ami minden valdsziniiség szerint reciprok serkentés kovetkezménye (75.
abra). A kérgi neuron kisiiléssorozatos tiizelésébol szamolt keresztkorrelogramok esetében a

korrelaci6 a ténusos tiizelés felhasznalasaval X103

o 3
késziiltnél kifejezettebb, tehat a kérgi kisiiléssorozatos g [ ‘
(®]

tiizelés nagyobb hatdssal van a TC neuronok

aktivitasdra, mint a tonusos tiizelés (75. abra).

AP/ms
o o
o o

l"‘ L

A TC neuron Kkisiiléssorozatos tiizeléses -50 0 50
. . . X103
keresztkorrelogramok csticsa viszont alig lathato, o 3[
. P . X1
tehat a kérgi tiizelés a TC neuronokban szinte ©

kizardlag tonusos aktivitdst valt ki (75. abra). A

AP/ms
o o
o o
=

szimultdn regisztralt S1 és nRT neuronok

50 0 50
keresztkorreldcioi egyetlen csiccsal rendelkeztek NRT AP id&zités (ms)

. . . . Kisiilé Kéroi 76. dbra. nRT aktivitdas TC és kérgi
mind a ténusos, mind peddig a Kisiiléssorozatos KErgi  pomeneteinek Gsszehasonlitdsa. WRT

aktivitds raszter dbrdja (feliil) és eloszldsa
(alul) a kérgi (piros fiiggdleges vonal) vagy
és kisiiléssorozatos nRT aktivitast is kivdltani (76. TC (kékfiiggdleges vonal) akcids potencidlok
hozviszonyitva szimultdn regisztralt CTX-nRT
abra). Az nRT neuronok tiizelési valészinlisége a kérgi és TC-nRT regiszirdtumokbdl szamolva.

aktivitds esetében, tehat a kérgi aktivitds képes tonusos
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aktivitast kovetd 100 ms periddusban kifejezettebb volt, mint a TC aktivitast kovetden, tehat az
nRT aktivitast a kérgi aktivitas hatékonyabban serkenti, mint a TC aktivitas (76. abra).
Kutatédsi eredményeink azt valdszinlsitették, hogy a TC neuronok kisiiléssorozatos
tiizelése nem jatszik kulcsszerepet az iktogenezisben, de ennek pontos feltdrasa érdekében a T-
tipusi Ca®* csatorndkat szelektiven blokkoltuk lokélis thalamikus és S1 farmakolégist
alkalmazva. A primer szomatoszenzoros relémagba, a ventrobazalis komplexbe (VB) reverz
mikrodializissel juttattunk be T-tipusd Ca* csatorna blokkol6t, TTA-2P-t. TTA-2P hatdsara a
regisztrdlt TC neuronok kisiiléssorozatos tiizelése megsziint, tonusos tiizelésiik pedig kozel a
kontrollértékek felére csokkent (57 + 6%, n=7). Ennek ellenére a neuronok SWD-hez
viszonyitott fazispreferencidja nem valtozott (p=0.843), tehat a VB TC neuronokat
kisiiléssorozatos tiizelés nélkiil is ritmikus iktalis aktivitas jellemzi. Annak ellenére, hogy a
proximalisan regisztralt TC neuronok kisiiléssorozatos tiizelése megsziint, a TTA-2P VB
magba torténd beadédsa (300 uM a dializispréba) nem sziintette meg az EEG absence rohamait.
A TTA-2P nRT magba vagy az S1 periordlis régidjaba torténo beadasa (300 uM a dializispréba)

50%-o0s rohamcsokkenést eredményezett (77. abra).

Kontroll TTA-P2

CIN & Rohamok gatolva
 — ‘I | | '

Rohamok gatolva

Rohamok megmaradnak

2 perc

. T-tipusu Ca?* csatorndk blokkoldsa

77. abra. Agykérgi inicidcios hdlozati (CIN), nucleus reticularis thalami (nRT) és
szomatoszenzoros thalamikus TTA-P2 hatdsa az absence rohamokra. Az dbra bal
oldaldn a beadds helyei, illetve a kiilonbozo relevdns agyteriiletekben jelen levo T-tipusii
Ca** csatorna izoformdk. EEG regisztratumok a TTA-P2 beadds elétti (kontroll) illetve
azt kovetd szakaszokbol.

A fenti kutatdsi eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a kérgi aktivitds az nRT
neuronok aktivdlasdval szinkronizdlja a VB TC neuronok aktivitdsat, ami a rohamok
keletkezéséhez vezet. A TC neuronok szinkron kisiiléséhez azonban nem sziikséges T-tipusu
Ca’* csatorna medidlt kisiiléssorozatos tiizelés a TC neuronokban, az nRT sejtekben és a kérgi

neuronokban viszont sziikséges.
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6.2.2 Az intrinszek thalamokortikdlis mechanizmusok szerepei

A hiperpolarizdcié éltal aktivalt nemspecifikus kationdram fontos szerepet jatszik a
ritmikus aktivitdssal rendelkezd sejtek tiizelésének meghatdrozdsdban (Benzoni és mitsai.,
2021). A rendelkezésre 4116 csatornablokkoldk tilnyomoé részét lokdlis anyagbeadds vagy in
vitro kisérletek sordn tesztelték, azonban szisztemikusan hat6 anyag esetleges antiepileptikus
hatdsit még nem firtdk le. Ennek legfobb oka a legtobb csatornagitld vér-agy gat
impermeabilitdsa. Kisérleteinkben a P-glikoprotein gatlo Elacridart (ELA) hasznéltuk, hogy az
Ivabradine (IVA) gydgyszert a vér-agy gaton atjuttassuk. Ezt kdvetden az IVA hatését in vitro
thalamikus €s agykérgi neuronokon teszteltiik. 5 mg/kg ELA elokezelt GAERS patkdnyoknal
a szdjon keresztiil torténd 20 és 30 mg/kg IVA beadds csokkentette az allatok spontdn

rohamainak id6étartamat és szamat, a 10 mg/kg dézis hatastalan volt (78. abra).

Az IVA lokalis

A Hordozd 1 + hordozd 2 500 4V |
; i | s cat 500wV |
S T VBbe,  vagy  Slobe
05s
Elacridar + hordozé 2 500 | Elacridar + Ivabradine 20 mg/kg 5% “"l torténo injektailaisa

szintén csokkentette az

Hordozo 1 + Ivabradine 30 mg/kg souv| Elacridar + Ivabradine 30 mgrkg 500w |

i "' I .li ”” W AT absence rohamokat
Hl'l'“—m " o ‘” I |

[20 140 [20 [ 40 | 60 ] 80 [ 100 [120 [20<0] [20 [ 40 | 60 | 80 [100 120] (Iacone és mtsai., 2021),
B o c 25, 7 ) ~ de a kérgi beadds a
k) © WEH1 + VEHZ in=8) &~ ELA+ VA 10 mgikg (n=6}
= 204~ VEHT + IVA 30 n=9) ELA + VA 20 mgtkg (n=6) . 2
% % ELA + VEHZ [n=9] ELA+ IVA 30 mg'kg (n=11) thalamlkusnal
= ]
g $ hatékonyabbnak
- @
@ £ .
S ¥ bizonyult. Az absence
L L LA S W 0.0- i ——T—
-40 -20 20 40 60 80 100 120 40 20 20 40 60 80 100 120 . 2z
- 18 () epilepszids rohamok IVA
78 dbra. Szisztémds IVA beadds hatdsa a GAERS patkdnyok tiiske-hulldm altali blokkolasanak

kisiiléseire. (A) EEG regisztrdcio kontroll és IVA jelenlétében. (B) Rohamokkal
eltoltott ido, (C) rohamok idétartama és (D) rohamok szdmdnak kvantifikdcioja
kontroll és IVA kezelés hatdsdra. talélé agyszeleteken

mechanizmusait in vitro

végzett patch clamp regisztracioval vizsgdltuk. A szeletkamrdhoz adagolt 3 pM IVA

megsziintette a hiperpolarizald6 aramlépcsd altal kivaltott h-aram medidlt membrin-
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hipopolariziciét a szomatoszenzoros kéreg infragranularis neuronjaiban és thalamokortikalis

neuronjaiban egyarant (79. abra). Ugyanakkor az IVA mindkét neurontipusban membran-

hiperpolarizaciét okozott, illetve csokkent a kivaltott LT kisiilésenkénti akciospotencidlok

A Kontroll B
|20 my
e
| | —
05s
.. * Kontroll -55
>
£ 3
-60
EIARY ;
3 2 i ¢ oL
£ =
:m . >_
2 1 X [ Z 70
a
1 .
5 75
200 -180 4120 80 -40 Kantroll
Araminjekcié (pA)
E Kontroll F
20 mV
|
] |
\I |
1 05s
4 * Kontroll -55
z
= 3 B
£ ” = &0
= . E
£ 2 65
= o
: + | :
o 1. . Z 70
& s
& ”
0

=200 -180 120 -80 -40 0 Kontroll

Araminjekcié (pA)
79 dbra. Az Ivabradin (IVA) hatdsa az agykérgi és thalamikus
h-dram okozta “‘sag” potencidlokra in vitro. (A) Agykérgi
neuron membrdnpotencidlvdlaszai hiper- és depolarizdlo
draminjekciora  kontroll  koriilmények  kozott és  IVA
jelenlétében. (B) A regsztrdlt neuron morfologidja. (C) Agykérgi
neuronok “sag” potencidl amplitidoi kontroll és IVA
jelenlétében kiilonbozo draminjekciok esetén. (D) Agykérgi
neuronok nyugalmi membrdnpotencidlja (NYMP) kontroll és
IVA jelenlétében. (E) TC neuron membrdnpotencidlvdlaszai
hiper- és depolarizdlo draminjekciora kontroll koriilmények
kozott és IVA jelenlétében. (F) A regsztrdlt neuron morfologidja.

szama (thalamusz kontroll: 5.3+0.8,
IVA: 4.540.9, n = 10, p<0.05; agykéreg
kontroll: 2.5+0.28, IVA: 1.0+0.4, n = 6,
p<0.05). Az IVA nem volt hatdssal a
depolarizal6 aramlépcsd altal kivaltott
ténusos tiizelés akcidspotencidljainak
szaméra (thalamusz kontroll: 7.9+0.4,
IVA: 7.6+£0.6, n=10, p>0.05; agykéreg
kontroll: 4.6+0.2, IVA: 4.5+0.2, n=6,
p>0.05), illetve az akcidspotencidlok
amplitaddjara kontroll:
71.2+6.8 mV, IVA: 71.4+6.5 mV, n=11,
p>0.05; agykéreg kontroll: 78.05+4.75

mV, IVA: 80.51+£5.32 mV, n=6, p>0.05)

(thalamusz

vagy kiiszobére (thalamusz kontroll:
=51.343.3 mV, IVA: -51.7£2.7 mV,
n=11, p>0.05;
—43.742.3 mV, IVA -42.6£2.2 mV,
n=6, p>005). Mindezekbdl az IVA h-

agykéreg  kontroll:

aramra gyakorolt specifikus hatdsdra

kovetkeztettiink.
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7. Osszefoglalas

7.1 A thalamokortikdlis neuronok tiizelési modjai

A ,klasszikus” TC aktivitdsrepertodr membranpotencidl fiiggd LT kisiiléssorozatos €s
ténusos tiizelésbol all (Llinas és Jahnsen, 1982; Jahnsen és Llinas, 1984; McCormick és Bal,
1997). A kisiiléssorozatos aktivitds intakt dllatokban alvds és altatas alatt regisztralhaté (Hirsch
és mtsai., 1983; Domich és mtsai., 1986). Az LT Kkisiiléssorozatok ritmicitdsa (Leresche és
mtsai., 1991) alapjan azt feltételezték, hogy a TC neuronok fontos szerepet jatszanak a
mélyalvds o oszcillacidinak generdldsdban, valamint hogy ébrenlét sordn, hipopolarizalt
membranpotencidl mellett jelentkezO ténusos tiizelésiik szenzoros relé szerepiiket segithet
betolteni (Steriade, 2003). Az in vitro vizsgilatok (Hughes és mtsai., 2002; Hughes és mtsai.,
2004) soradn viszont kideriilt, hogy a szivargé K+ csatorndk aktivitisdnak mérséklése (amely
torténhet  kortikothalamikus glutamiterg vagy agytorzsi kolinerg neuromodulicié
kozremiikodésével) az eddig ismert két tiizelési modon kiviil (LT kisiilés, tonusos tiizelés) egy
Ujszerl kistiléssorozatos tiizelést valt ki, mégpedig a magas kiiszobl kisiilést (80.abra), amely
a hiperpolarizaltabb membréanpotencidl mellett lassu oszcillaciot eredményez. A HT Kkisiilések
a proximdlis TC neuronokat réskapcsolatokkal (Hughes €s mtsai., 2011) szinkronizdlva a
oszcillaciokat generdlnak, €s a lokdlis thalamikus interneuronok szinaptikus serkentése altal
hatdssal vannak a ténusosan tiizeld TC neuronok aktivitdsanak idézitésére (LOrincz és mtsai.,
2009a). A HT kisiilések lehetnek az in vitro preparatumban jelentkez6 melléktermékek is, igy
igen lényeges kérdés, hogy intakt prepardtumokban regisztralhatok-e annak fényében, hogy a
Steriade laboratériumban igen nagy szdmu kivdld mindségli intracelluldris regisztraciot
készitettek az évek soran, de HT kisiiléseket nem irtak le. A HT kisiilések szamos biofizikai
tulajdonsaga eltér az LT kisiilésekétol, példaul a generalt Na* akcidspotencidlok kozotti
intervallumok eloszldsét illetden. Szabadon mozgd, nyugodt ébrenlét dllapotdban levé macskédk
CGL TC neuronjainak egy része a hulldimok alatt olyan kisiiléssorozatokat produkalt, amelyek
tulajdonsdgai megegyeztek az in vitro regisztraitumok HT kisiiléseivel. Kozvetlen bizonyitékot
thalamikus HT Kkisiilés jelenlétére csak ragcsdlokban sikeriilt taldlnunk, ugyanis sekély
altatasban a szomatoszenzoros thalamusz TC neuronjainak egy része HT Kkisiiléssorozatokat
produkalt (Crunelli és mtsai., 2012). Ujabb kisérleteink sorén sikeriilt immobilizalt éber egerek
CGL magjabol is HT kisiilést regisztrdlni intracellularis technikat alkalmazva (Molnar €és

mtsai., 2021). Kidertilt, hogy ugyanaz a neuron képes alvasi orsok alatt LT kisiiléseket, nyugodt
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ébrenléti dllapotban pedig HT Kkisiiléseket

generdlni. fgy a  klasszikus® TC | HTS —I_TS‘

aktivitasrepertodr LT kisiilései €s tonusos
tiizelése kiegésziil a TC neuronok egy

részében megjelend HT Kkisiilésekkel. A HT
|

kisiilések és a oszcillaciok haldzati

mechanizmusair6l szamos  adat  all

ISy
rendelkezésiinkre: jol ismert a  _5omV h N UU V Ve \__
kortikothalamikus (Hughes és mitsai.,

2008) és agytorzsi (LOrincz és mtsai, —/0mV 50 ms

2008) neuromodulaci6 dltali generdlasuk, 80. abra. LT és HT kisiilések Osszehasonlitisa. A két

az intrathalamikus szinkronizaciéjuk kisiilés mind membrdnpotencidl polarizdcio, mind pedig a
keletkezo akcios potecidlok kozotti idotartam tekintetében

(Hughes és mtsai., 2011), illetve lehetséges eltérést mutat.

szerepeik a globdlis thalamikus funkci6kban (Lorincz és mtsai., 2009a). Viszont keletkezésiik

celluldris mechanizmusai még feltaratlanok, feltételezhetéen valamilyen dendritikus Ca*t

konduktancia jatszik fontos szerepet generaldsukban.

7.2 A sejtspecifikus allapotfiiggd thalamikus aktivitds

Az Allapotfiiggd agyi aktivitdsokat leginkdbb az agykéregi neuronokra gyakorolt
hatdsuk miatt vizsgdltdk (McGinley és mtsai., 2015). Lényeges kérdés viszont, hogy az
allapotfiiggd agyi aktivitds generdldsaban fontos szerepet jitszo kéregalatti strukturak
neuronjait hogyan érinti az ébrenlét kiilonbozo allapotainak vdltozdsa. A nyugodt ébrenléti
allapot megfigyelhetd ragcsdlokban annak ellenére, hogy ,klasszikus” a oszcillacidik
nincsenek. Ezek helyett egy 6-9 Hz-es oszcillaciot irtak le patkanyok (Buzsaki, 1991), illetve
3—6 Hz-es oszcillaciot egerek vizudlis kérgi regisztracioin (Einstein és mtsai., 2017; Senzai és
mtsai., 2019), amelyek szamos tekintetben az a oszcilliciok homoldgjainak tekinthetok.
Hasonl6képpen, az a oszcillacidk €s a ragcsalok nyugodt ébrenléti ritmusai 6sszefiiggnek a 0
oszcillaciokkal (Osipova és mtsai.,, 2008; Senzai és mtsai.,, 2019), motorikus tevékenység
hatdsdra megsziinnek (Klimesch és mtsai., 2007; Arroyo és mtsai., 2018; Senzai és mitsai.,
2019). Kutatasi eredményeink alapjdn elmondhatjuk, hogy a CGL neuronok &llapotfiiggd
aktivitdsa Osszefliggést mutat a neuronok identitdsaval: a CGL TC neuronok az aktiv ébrenlét
alatt, a CGL interneuronok viszont a nyugodt ébrenlét alatt aktivabbak. A kortikothalamikus

visszacsatoldsnak szerepe lehet a TC neuronok allapotfiiggd aktivitdsaban, ugyanis a vizudlis
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kéreg farmakologiai inaktivicidja csokkentette a thalamikus neuronok allapotfiiggését, de nem
sziintette meg teljesen ezt. Mi lehet az oka a két sejttipus egymastol eltérd aktivitdsdnak?
Elképzelhetd, hogy a két neurontipust kiilonbozd bemenetek aktivdljak, amelyek mas-mads
allapotban aktivak. Azonos bemenetek esetén akkor jelentkezhet eltérd vélasz, ha a célsejtek
posztszinaptikus receptorai eltéroek. Mind az agytorzsi kolinerg thalamikus innervacié, mind
pedig a kortikothalamikus innervacié posztszinaptikus receptorai eltéréek a CGL TC és CGL
interneuronok esetén. A kolinerg aktivici6 mAChR; 4ltal hipopolarizdlja a TC neuronokat
(McCormick és Prince, 1987) és mAChR: altal hiperpolarizdlja a CGL interneuronokat
(McCormick és Pape, 1988).

A thalamikus neuronok allapotfiiggésének kiemelt szerepe lehet mind az éllapotfiiggd
spontdn kortiko-thalamo-kortikdlis rendszer aktivitdsdnak finomhangoldsiban, mind pedig a
szenzoros informacié kozvetitésében. Erdemes megjegyezni, hogy olyan magasabbrendii
funkcidk, mint példaul az orient4cids hangolds — amelyet korabban kizarélag a V1 neuronok
ben (Piscopo et al., 2013). Nem meglepd tehat, hogy a vizudlis rendszer allapotfiiggése nem
csupan kérgi teriiletekre korlatozodik, hanem jelen van a thalamusz szintjén is. Az Ujabb
kutatdsok szerint mar a retindlis kimenet is dllapotfiiggést mutat (Schroder és mtsai., 2020). Az
allapotfiiggd agyi aktivitds kiilonbozd aspektusai a vizudlis utvonalak tobb szintjén
megjelennek, és kiemelt szerepet jatszhatnak mind a spontdn aktivitdsok finomhangolasaban,

mind pedig a szenzoros informdciéfeldolgozasban.

7.3 Az o hulldimok keletkezésének thalamikus mechanizmusai

A 0 hullamok szendergés allapotaban regisztralhatok humdn, illetve bizonyos regadozé
emldsfajok EEG-jén (Niedermeyer, 1993b), és nem azonosak a ragcsdlok explordcié soran
regisztralhaté hippokampdlis 0 hulldmaival (Buzsaki és Moser, 2013). Eredetiiket tekintve
szamos hasonlosagot mutatnak az o hullamokkal, ezért a két hullim generdlasit egyiitt
targyaljuk. Fontos kiemelniink, hogy a thalamikus a és 0 aktivitds eléfeltétele a HT kisiilés,
amelyet részletesen targyaltunk a 7.1 fejezetben. A HT kisiilések réskapcsolatok altal
szinkronizdljak a proximdlis HT neuronokat. Ezt bizonyitjdk a réskapcsolatok farmakoldgiai
blokkoldsdnak o szupressziv hatdsai in vitro (LOrincz és mtsai., 2008) €s in vivo (Lorincz és
mtsai., 2009a), illetve a TC neuronok kozott jelen levd réskapcsolatok strukturdlis bizonyitékai

(Hughes és mtsai,, 2011). A ritmikus kisiilések éaltal az egyedi HT TC neuronok
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aktivitasfokozdddsa képes novelni a proximélis a mezdpotencidl amplitidéjat, mig a ténusos
tiizelési TC neuronok aktivitdsa erre képtelen (LOrincz és mtsai.,, 2008). Hasonl6 egyedi
neuronaktivitdshoz kapcsol6dé proximalis neuronaktivitds-véltozast lefrtak mar agykérgi (Li és

mtsai., 2009; London és mtsai., 2010) és hippokampdlis neuronok kapcsén is (Cossart, 2014).

A muszkarinikus acetilkolinreceptorok thalamikus aktivaciéja o oszcillaciokat
eredményez in vitro taléld agyszeletekben. Ezt az oszcillaciot egy a thalamokortikalis sejtek
~30%-aban felbukkand, eddig ismeretlen, magas kiiszobli kisiiléssorozatos tiizelési mod
megjelenése eredményezte (Hughes és mtsai., 2004; Lorincz és mtsai., 2008; Lorincz és mtsai.,
2009a). A magas kiiszobl kisiiléssorozatokkal rendelkezd thalamokortikdlis sejtek kozott
elektromos szinapszisok taldlhatdk, amelyek az egyes sejtek aktivitdsat szinkronizdljak, igy az
intrinszek ritmikus tiizelés 8-13 Hz-es populdciés aktivitdst eredményez a lokdlis
mezdpotencidlban. A kémiai szinaptikus transzmisszid blokkoldsa nem sziinteti meg a lokélis
mezOpotencidlként regisztrdlt a oszcillaciot, tehdt az oszcillicié thalamikus generdldsaban a
ritmikus magas kiiszobii kisiiléssorozatos tiizelé€s, illetve a sejtek egy csoportja k6zott jelenlevd
elektromos szinapszisok fontosabb szerepet jitszanak. Ennek megfeleléen az elektromos
szinapszisok blokkoldsa drasztikusan képes az oszcillacié amplitiddjit csokkenteni in vitro és

n vivo.

Intakt dallatokon végzett kisérleteink aldtdmasztjdk a tdléld agyszeletekben
tapasztaltakat, ugyanis a magas kiiszobi kisiiléssorozatok jelen vannak egyes thalamokortikalis
sejtekben (Crunelli és mtsai., 2012; Molnar és mtsai., 2021). A kolinerg rendszer, illetve a
thalamokortikdlis neuronok kozotti elektromos szinapszisok a hullimok generaldsdban jatszott
szerepét is sikeriilt igazolnunk. Ezek szerint a thalamusz fontos szerepet jitszik a globdlis a
oszcillaciok generalasdban, ugyanis a thalamikus acetilkolin receptorok, illetve az elektromos
szinapszisok lokalis blokkoldsa nemcsak a thalamikus o oszcilliciét, hanem az EEG-n
regisztrdlt o hullimokat is csokkentette (LOrincz és mtsai., 2009a). Az o hullamok
keletkezésében valdsziniileg kiemelt szerepe van a thalamusznak, és az itt keletkezd ritmikus
aktivitds kihat a neocortex aktivitdsira, és eldsegiti az EEG-n regisztrdlhaté o hulldimok
keletkezését. Fontos megjegyezniink, hogy a thalamikus a oszcillacidk kialakulasaban dontd
jelentéségli az egyes thalamokortikdlis sejtek azon tulajdonsiga, hogy képesek unortodox
modon (hipopolarizalt membranpotencial mellett) ritmikus kisiiléssorozatokat generdlni. Ezek
a ritmikus magas kiiszobi kisiiléssorozatok elektromos szinapszisok kdzvetitésével dtterjednek
a kornyezd sejtekre és ritmikus populdciés aktivitisként jelentkeznek a lokalis
mezdpotencidlban. Az egyes sejtek kiemelt szerepét jol illusztrdlja az a tény, hogy egyetlen
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magas kiiszobli kisiiléssorozatu thalamokortikalis sejt aktivitdsa is képes a proximdlis
mezdpotencidlt befolydsolni, amire a csak tonusosan tiizeld sejtek nem képesek (Lorincz és

mtsai., 2008).

Féemlosok elsddleges latokérgi regisztracidja sordn prominens lokélis o generdtorokat
talaltak mind az infra-, mind pedig a granularis rétegekben (Bollimunta és mtsai., 2008;
Bollimunta és mtsai., 2011). Az a oszcilliciok kérgi rétegek szerinti eloszldsa szenzoros
modalitdstdl fliggetlen és minden kérgi réteg transzmembran dramainak szerepe lehet ezek
generdldsaban (Ujma és mtsai., 2021). Més szerzOk szerint az o oszcillaciok kérgi generatorai
az infragranuldris rétegekben vannak, és igy elsOsorban visszacsatoldsos folyamatokban
jatszanak szerepet (van Kerkoerle és mtsai., 2014). A vizualis percepcioban fontos szerepet
jatsz6 0 oszcillaciok a V1 granuldris és szupragranuldris rétegeiben keletkeznek (Fries és mtsai.,
2007). Osszefiiggés mutathaté ki az infragranuldris kérgi rétegek o hullimok fazisa és a
granuldris, illetve szupragranuldris rétegek 0 oszcillicidinak amplitiddja kozott (Spaak és
mtsai., 2012). Humdan vizsgdlatok alapjan fény deriilt arra, hogy a vizudlis és a
szomatoszenzoros rendszer esetében is az a hullamok a magasabbrendii kérgi teriiletek felol a
primer teriiletek felé terjednek. A kérgi a hullamok alatt kiemelkedd szerepet jatszanak mind
az infragranuldris, mind a szupragranularis neuronok iondramai €s tiizelése (Halgren és mtsai.,
2019). Tehat mind agykérgi, mind pedig thalamikus a generatorok létezése igazolt. A kortiko-
thalamo-kortikalis halozatok a kérgi lassu hullaimokhoz hasonléan valdsziniileg az o hullamok
generdldsaban is dinamikus interakciok révén vesznek részt. Bizonyos koriilmények kozott
mindkét struktira létre tudja hozni az oszcillaciot, de az igazan fontos kérdések a kovetkezok:
miként vesznek részt a két teriilet neuroncsoportjai az oszcillaciokban, hogyan befolyédsoljdk
egymds mikodését, miként hat mindkét teriiletre a neuromodulicid, vannak-e hosszd tavi
plaszticitasbeli kovetkezményei az oszcillaciok alatti ritmikus aktivitdsoknak akkor, amikor

egyik vagy mdsik célstruktirdra hatnak szinaptikus kapcsolataik altal.

7.4 Az o hullamok lehetséges szerepei

Amellett, hogy feltarjuk az a oszcillicio keletkezésének celluldris és hdlézati
mechanizmusait, azt is lényeges tisztdzni, hogy az o oszcillaciok altal modulalt neurondlis
aktivitds milyen funkciondlis jelent6séggel bir. A thalamokortikdlis sejtek dontd tobbsége
ugyanis tonusos aktivitassal rendelkezik o oszcillacié alatt in vitro és in vivo koriilmények
kozott egyardnt (Hughes és mtsai., 2004; Lorincz €s mtsai., 2008; Lorincz és mtsai., 2009a). A

ritmikus Kkisiiléssorozatos aktivitds nyilvanval6an fontos az oszcillicié generdldsdban és
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terjedésében (Lorincz és mtsai., 2008), viszont a thalamokortikdlis sejtek elsddleges szerepe az,
hogy kozvetitsék a szenzoros informdciot az agykéregnek. A ritmikus aktivitds nonlinearitasa
miatt elméletileg kevésbé alkalmas gyors és pontos informacié-kozvetitésre. Valoszini, hogy a
szenzoros informécid kozvetitését a tonusos aktivitdssal rendelkez6 thalamokortikdlis sejtek
végzik, és ezek az oszcilliciok generdldsaban csak mellékszerepet jatszanak, ugyanis
aktivitdsuk mérsékeltebben korrelal az a oszcillicidkkal, mint a kisiiléssorozatos tiizeléstu
sejteké. A tonusos tiizelésh sejtek aktivitdsa viszont az o oszcillaciok hulldimvolgye vagy -
csucsa koriil csokkenést mutat, ami a kisiiléssorozatos sejtek altal aktivalt lokdlis interneuronok
altali gatlds révén valosul meg. Az interneuronok altali gatlds pontos idozitését azok
membranpotencidlja hatdrozza meg. Tehat az interneuronok intrinszek membrantulajdonsiga
képes befolydsolni a szenzoros informaciot kdzvetitd thalamokortikalis neuronok aktivitdsanak
finomhangoldsat. Erdekes jelenség, hogy a humin magatartiskisérletekben a kiilonboz
modalitdsok szenzoros percepcidja egyértelmill 6sszefiiggést mutat az inger o hulldm ciklusén
beliili idzitésével (Busch és mtsai., 2009; Mathewson és mtsai., 2009). Kutatdsi eredményeink
ennek a jelenségnek a valdszinii cellularis mechanizmusat tartdk fel. Az informaciot kozvetitd
thalamokortikdlis sejtek aktivitdsdnak szabalyozdsdban fontos szerepet jatszik egy lokalis gatld
interneuron  mikodése is. Az ezekre a gatlosejtekre érkezd  serkentést a
membranpotencidljuknak megfeleloen képesek azonnali vagy késleltetett gatlasként kdzvetiteni
a ténusosan tiizeld thalamokortikélis sejteknek. A neuronok membranpotencidljanak értékét
nyilvén a lokélis neuronhdlézat aktivitisanak mennyisége hatarozza meg, de valdszinii, hogy a

kiilonboz6 neuromodulator rendszerek is hatassal vannak ra.

7.5 Az infralassu oszcillacidk thalamikus mechanizmusai

Primér thalamikus relémagok TC neuronjainak aktivitdsa in vitro koriilmények kozott
infralassu oszcillicidval jellemezhetd, amely gyorsabb (o és paroxizmdlis oszcillicidk)
aktivitas ciklikus moduldci6jabol épiil fel. Az infralassu oszcillaci6 sejtes szubsztratuma egy
prominens hiperpolarizicié, amelyet az ATP-b8l szdrmazé adenozin valt Ba** szenzitiv K*
csatorndk megnyitdsa dltal. Az ATP valdszinlileg thalamikus asztrocitdkbdl szdrmazik,
amelyek ritmikus infralassu Ca®* oszcillaciéi kozismertek (Parri és Crunelli, 2007). ATP alapu
alacsony frekvencidji oszcilliciokat az enthorindlis kéregben mar leirtak a vonatkozd
szakirodalomban (Cunningham és mtsai., 2006). Infralassd thalamikus oszcillacidkat in vivo

kisérletek sorédn is megfigyeltek mar.
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7.6 A kolinerg rendszer szerepe az alvdsi lassu oszcilldciéban

Tobb tanulmany is foglalkozott mér a kolinerg rendszer és az alvdsi oszcillaciok
hatdsaval, ugyanis a nem-specifikus muszkarinikus kolinerg receptor antagonista szkopolamin
hatdsdra a lassi oszcillicié aktiv szakaszai megrovidiilnek, az oszcillici6 domindns
frekvencidja pedig novekedik (Steriade és mtsai., 1993c). A kolinerg rendszer foleg ébresztd
szerepérdl ismert (Pinto és mtsai., 2013), ezért elsé halldsra unortodoxnak tlinhet az, hogy az
alvasi oszcillaciokban betoltott szerepét vizsgdljuk. Az altatott allatokban végzett kisérletek
eredményei arra mutattak rd, hogy a kolinerg neuronok a lassu oszcillacié aktiv fazisai alatt
tiizelnek (Nunez, 1996; Détari és mtsai., 1997; Manns és mtsai., 2000b; Mena-Segovia és
mtsai., 2008). Tehat a lasst hullamok aktiv szakaszai alatt az agykéregben jelentOs acetilkolin
szabadul fel, és ennek hatasara az acetilkolin aktivan részt vehet a lassu oszcillacid aktiv
szakaszainak generdldsaban. Ezek alapjan nem meglepd, hogy in vitro tiléld agykérgi
szovetszelet kisérleteinkben a kolinerg receptorok reaktivicidja elégséges a lassu oszcillacié
1étrejottéhez. Ebben az in vitro modellben a legjelentdsebb szerepet a ,hdl6zat meghajt6”
neuronok toltik be, amelyek a lokdlis mezdpontencidlban megjelend legelsd kilengésekkor
aktivva valnak, és ezekkel Osszefliggd aktivitdst mutatnak. Ezek alapjan azt feltételezhetjiik,
hogy a ,,hdl6zat meghajté” neuronok aktivitdsa €s az éltaluk létrehozott szinaptikus aktivitds
fontos szerepet jatszik a lokdlis mezOpotencidl generdldsdban, hiszen az oszcillacio
kialakulasanak kezdeti szakaszaban a ,korai tiizelésii” neuronok mellett 6k a rendszer aktiv
neuronjai. Az oszcillaci6 stabilizdlédasat kovetOen a ,,hdléozat meghajté” neuronok mellett az
IB neuronok is meghatdrozé szerepet jatszanak az oszcillacid fenntartdsaban. A ,korai
tiizelésli” neuronok tiizelése a lassu oszcillacid minden ciklusdban megel6zi az IB neuronok
tiizelését, tehat feltételezhetd, hogy a ,korai tiizelésii” neuronok aktivitisa EPSP-ket general az
IB neuronokban, amint ez in vivo koriilmények kozott is el6fordul (Chauvette és mtsai., 2010),
ami eldsegitheti kisiiléssorozataik generalasat.

A ,,hdlézat meghajté” neuronok kisiiléssorozatait intrinszek mechanizmusok vezérlik,
ezek a sejteket szinaptikus blokkolok jelenléte mellett is ritmikus aktivitds jellemzi. A
vonatkoz6 szakirodalom mar beszdmolt olyan piramissejtekrdl és Martinotti sejtekrdl, amelyek
intrinszek lassu ritmikus aktivitdssal jellemezhetok (Le Bon-Jego és Yuste, 2007). Az intrinszek
mechanizmusok lassi oszcilldcioban betoltott szerepének targyaldsa kapcsdn elengedhetetlen
megemliteni a TC neuronokat is, hiszen intrinszek lassu, 6, 0 és a ritmikus aktivitdst képesek
generdlni (Leresche és mtsai., 1991; Hughes €és mtsai., 2002; Hughes és mtsai., 2004). Intakt
allatokban, ahol a thalamusz és az agykéreg reciprok kapcsolatai kolcsonosek, ezek az

intrinszek mechanizmusok finomhangolhatjdk a thalamokortikdlis rendszer miikodését,
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azonban valamely oszcillacid generédldsit nem egyetlen sejttipus vagy agyteriilet, hanem
dinamikus, térben és idOben rendkiviili médon koordinalt kortiko-thalamo-kortikalis

interakciok hozzak létre (David és mtsai., 2013; Lemieux és mtsai., 2014).

7.7  Szerotonerg neuromoduléci6 a szaglokéregben

A szerotoninerg rendszer szenzoros informdcidfeldolgozasban betoltott szerepe nem
teljesen tisztazott. A szaglorendszer vizsgalatabol nyert kutatédsi eredményeink azt bizonyitjak,
hogy a szerotonin képes a szaglokéreg aktivitdsit moduldlni azzal, hogy annak spontin
elektromos aktivitasat lecsokkenti, de a szenzoros ingerekre adott vdlaszokat nem befolyasolja,
arra  utalva, hogy a szerotonin kiemelt szerepet jatszhat az  olfaktorikus
informaciofeldolgozasban. A szaglokéreg két f0 bemenete az afferens informaciét hordozé
bulbus olfactoriusbdl eredd, illetve az intrakortikalis asszocidcios utvonal. Tulélo agyszeletben
végzett kisérleteink alapjdn a szerotonin az asszociacios bemenetet lecsokkenti, de az afferens
bemenetet nem. Az in vivo kutatadsi eredményeink azt mutatjak, hogy a szaglokérgi neuronok
spontdn aktivitdsit drasztikusan lecsokkenti a szerotoninerg stimuldcid, viszont a szagingerekre

adott valaszokra nincs hatassal.

A tapasztalt jelenség funkciondlis jelentdsége abban 4ll, hogy a szerotoninerg rendszer
utvonal-specifikusan képes a szaglokérgi informaciofeldolgozist médositani. Ha a beérkezd
szenzoros informdci6 a detekciés kiiszob koriili, idegrendszeriink mintegy eldreldtja a
szenzoros kornyezetet ugy, hogy eldzetes tapasztalatok alapjan megfelelteti a kérdéses ingert
egy modellnek. Ez a jelenség prediktiv kodolds néven ismert (Srinivasan és mtsai., 1982; Rao
és Ballard, 1999; Summerfield és mtsai., 2006; Shipp, 2016; Liu és mtsai., 2021; Meirhaeghe
és mtsai., 2021). A modell nyilvan az intrakortikdlis (asszocidcids) uton érhetd el, a szenzoros
ingerek pedig az afferens utvonalon érkeznek a kéregbe. Az emlitett modell megkonnyiti a
szenzoros informaciok felismerését, ha rendelkeziink eldzetes tapasztalatokkal az illetd
szenzoros kornyezetr6l. Ha a szenzoros kornyezet megvéltozik, a mar felépitett modell nem
konnyiti meg a szenzoros informdcidfeldolgozdst. Ilyen esetben az intrakortikdlis
(asszocidcids) aktivitds egy mar nem megfeleld modellként miikodik, ami szenzoros zajként is
felfoghat6, és ennek szerotonin éltali mérséklése az afferens Utvonal relativ ardnyat noveli. A
szerotoninerg neuromoduldcié hatdsa ennek a bels0 modellnek a torlését eredményezheti
anélkiil, hogy az afferens ttvonalon beérkezd informacié nagymértékben médosulna. Igy a

hatds valoszinli kovetkezménye a szaglorendszerben és valdsziniileg egyéb szenzoros
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modalitdsokban a jel/zaj ardny novelése lesz. Ehhez hasonlé hatdsr6l méar beszamolt a
szakirodalom a noradrenalin és az acetilkolin esetében is (Hasselmo és Bower, 1992; Hasselmo
és mtsai., 1997). A jelenség tehat dltalanos, in vivo koriilmények kozott viszont eldszor sikeriilt
bizonyitani a szerotoninerg neuromoduldcié gyors és tutvonal-specifikus hatdsit. Kutatdsi
eredményeink alapjan a szerotonin nagy valdszinliséggel fontos szerepet jatszik az olfaktorikus
informaciofeldolgozasban. Ennek megfeleloen diszkrimindcios feladat teljesitése kozben
patkdnyok dorzalis raphe neuronjai tranziens tiizelési rata véaltozdsokat mutatnak a szaginger
prezentacidjakor (Ranade és Mainen 2009). Ezek szerint a szaglérendszer dinamikusan képes
az Ot elérd szerotonin koncentricidjat moduldlni. Tovabbi érdekesség, hogy a szenzoros
vilaszok mellett a raphe magvak szerotoninerg neuronjainak aktivitdsa kiilonbdzo

,magasabbrend(i” tevékenységekkel, példaul a jutalmazdssal is korreldl (Liu és mtsai., 2014).

A szaglokérgi szerotoninerg hatdsok mechanizmusat illetden az in vivo és in vitro
eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a szerotonin képes hiperpolarizilni a szaglokéreg
principdlis neuronjait 5-HT1 receptorok éltal és depolarizélja a gyorsan tiizel0 interneuronokat
5-HT2 receptorok altal, ami megegyezik a korabbi irodalmi adatokkal (Sheldon és Aghajanian,
1990, 1991; Gellman és Aghajanian, 1994; Marek és Aghajanian, 1994). Erdekes médon, az in
vitro optogenetikai kisérletek esetén a direkt membranvélaszok kevésbé voltak szembetlindk,
mint az exogén 5-HT adagolds esetén. A piramissejtek nagy részének membranpotenciilja nem
véaltozott 5-HT fotostimuldci6 kovetkeztében, viszont ilyenkor az &draminjekcié hatdsdra
jelentkezd akcidspotencidl leaddsuk jelentés mértékben csokkent. Néhdny interneuron
esetlében sikeriilt 5-HT2 medidlt membranpotencidl hipopolarizaciot regisztrdlni 5-HT
fotostimuldcié kovetkeztében. Az interneuronok draminjekcié altal kivdltott akcids potencial
leaddsa bizonyos esetekben fokozddott, mds esetekben csokkent. Mindezekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a kérgi szerotonerg hatdsok rendkiviil heterogének, ezek feltarasa
érdekében tovabbi vizsgdlatok sziikségesek. A posztszinaptikus hatasok mellett a
szerotoninnak lehetnek sejt- és utvonal-specifikus preszinaptikus hatdsai is a szaglokéregben,
ahogy ezt az entorhindlis kéregben és a hippokampuszban kimutattdk (Schmitz és mtsai., 1999;

Winterer és mtsai., 2011), de ezek feltardsara tovabbi kisérletek sziikségesek.
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7.8 A laterdlis hipothalamusz és a raphe magok kozotti interakcid szerepe az
¢brenlétben

Igazoltuk, hogy a lateralis hipothalamusz GAB Aerg axonjainak lokalis fotostimuldcidja
az agytorzsi raphe magban ébrenlétet eredményez GABA helyi felszabaduldsin keresztiil, ami
gatolja a lokdlis GAB Aerg neuronok aktivitasat, de kozvetve —valdsziniileg diszinhibici6 altal-
aktivdl egyéb DR neuronokat. Virusos nyomkovetés és in vitro ChR2-asszisztilt
hilézattérképezés segitségével kimutattuk, hogy az LH GABAerg neuronok egy alcsoportja
monoszinaptikus kapcsolatokat alakit ki DR neuronokkal GABAaR-medidlt gitlé hatast
gyakorolva a DR GABAerg neuronokra mind in vitro, mind pedig in vivo kisérleteinkben. A
DR projektdld LH GABAerg neuronok pontos neurokémiai identitdsa viszont tisztdzatlan
maradt. Tekintettel az LH gatl6 neuronjai kozott talalhatoé szamos alpopulaciora (Mickelsen és
mtsai., 2017), ez nem egyszerii feladat.

Fontos megjegyezni, hogy az azonositott DR GABAerg neuronok aktivitdsa erdsen
modulalédik a NREM alvas-ébrenlét atmenetek soran, és az LH GABA-DR halézat
optogenetikai aktivdldsa el0segiti a gyors €bredést LA alatt, de nem PA alatt. Ez az eredmény
0sszhangban van azokkal a kordbbi tanulmanyokkal, amelyekben az LH GABAerg rostjainak
optogenetikai stimuldcidja a medidlis szeptumban, az LC-ben, a retikuldris talamuszmagban és
a ventrolateralis preoptikus teriileten ébredést eredményezett (Herrera és mtsai., 2016; Venner
és mtsai., 2016; Venner és mtsai., 2019).

Kutatasi eredményeink azt mutatjdk, hogy az LH GABAerg neuronok kozvetleniil
gatoljdk a DR GABAerg neuronokat, és ez valdsziniileg a kiilonb6z6 DR neuronok gatlasdnak
megsziintetését eredményezi. A diszinhibicidé pontos célpontjainak feltdrdsa tovabbi
vizsgédlatokra var, amelyek feltételezhetd eredményeit nehéz megjésolni, tekintettel a raphe
magok rendkiviili neurokémiai €s fizioldgiai sokféleségére (Domonkos és mtsai., 2016; Szonyi
és mtsai., 2016; Sos és mtsai., 2017). Az 5-HT neuronok aktivitdsanak fazisos ndvekedése
gyorsan és kiemelkedden befolydsolhatja az agykérgi aktivitdst (Lottem és mtsai., 2016), és igy
agyi allapotvéltozdsokhoz vezethet. A kdzelmiltban azonban kimutattik, hogy a DR 5-HT
neuronok szelektiv tonusos aktivdldsa el0segiti az alvéast, mig a burst stimulacié ébrenlétet okoz
(Oikonomou és mtsai., 2019). A jelen eredmények fényében lehetséges, hogy a DR neuronok
fazisos aktivitasvaltozdsai és azok kovetkezményei agykérgi szinten legalabb részben az LH
GABAerg neuronok aktivacijabol szarmaznak az alvas-ébrenlét atmenetek soran.

Egyiittesen az energiaegyensiilyban és az AEC szabalyzasaban szerepet jatszé LH képes

befolyédsolni a magasabb agyi funkcidk szabédlyozasat, beleértve a jutalmazast, az impulzivitdst,
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a hangulatot és az érzékszervi kddolast irdnyité DR neurondlis aktivitasit. Tehat az anyagcsere-
allapotok €s az agyi allapotok kozotti kdlesonhatdsok lehetséges utja a két agyteriilet kdzotti

kolesonhatas.

7.9 Az absence epilepszids rohamok keletkezésének intrinszek és szinaptikus
mechanizmusai a thalamuszban

Eber GAERS patkdnyok TC, nRT és S1 neuronjainak regisztracicja, illetve lokalis T-
tipusi Ca®* csatorndk blokkoldsa soran kideriilt, hogy a TC neuronok intrinszek
kisiiléssorozatainak az iktogenezisben jitszott szerepe kevésbé jelentOs, mint azt az in vitro
kisérletek alapjdn feltételezték. Az nRT és a kérgi inicidciés hdlézat T-tipusi Ca’* csatorndi
viszont kiemelt szerepet jatszanak az iktogenezisben, mivel blokkoldsuk a rohamok
szupresszidjahoz vezet. Meglepd eredmény a TC neuronok szdamottevd iktdlis
aktivitdscsokkenése, illetve a T-tipusd Ca** csatorna medidlt kisiiléssorozatok alacsony iktélis
gyakorisdga. Kutatdsi eredményeink szerint az absence rohamok az elsddleges
szomatoszenzoros kéreg periordlis zo6ndjabol indulnak, és innen terjednek 4t a
szomatoszenzoros relémagok TC neuronjaira, illetve az nRT GABAerg neuronjaira. A
vonatkozé szakirodalmi adatok szerint a kérgi inicidciés hdlézat neuronjait fokozott aktivitas
jellemzi (Polack és mtsai., 2007), viszont ennek oka kevéssé ismert. A szimultdn regisztralt
kérgi és TC neuron aktivitdsok analizisébdl fény deriilt arra, hogy a kérgi neuronok aktivitasa
téonusos aktivitdst valt ki a TC neuronokban. Ennek oka valdszinlileg az ébrenlét alatti
hipopolarizdlt TC membranpotencidl (Hirsch és mtsai., 1983; Molndr €s mtsai., 2021), ugyanis
a T-tipusi Ca®* csatorndk -65 mV-os membranpotencidl értékek mellett inaktivdlnak (REF). A
kérgi aktivitds sordn jelentds nRT aktivitdsnokedés is megfigyelhetd, viszont az nRT
aktivitasfokozodas szinte kizardlag kérgi bemenet 4dltal valosul meg; a szimultdn regisztralt TC-
nRT neuronok aktivitdsdnak elemzése soran a TC neuron aktivitds nem noveli szimottevoen az
nRT neuronok aktivitasat, ami valdsziniileg a visszafogott TC-nRT szinaptikus hatékonysag
kovetkezménye. A szamottevd iktdlis nRT aktivitds viszont nem valt ki prominens
kisiiléssorozatos TC neuron aktivitast. Ezt valosziniileg egyrészt az ébrenlét alatti hipopolarizalt
TC neuron membranpotencidl, misrészt az extraszinaptikus GABA receptorok éltali sont61d
hatds okozza (Cope és mtsai., 2005; Cope és mtsai., 2009). A TC neuronok iktalis aktivitdsa a
nem tdl szdmottevd Kkisiiléssorozatos tiizelés ellenére jelentds ritmicitdst mutat, amely
elengedhetetlen a rohamok alatti thalamokortikdlis hiperszinkronitdshoz. Tehat a kérgi eredetii

serkentés eredményezi az nRT neuronok aktivitisndvekedését €s ritmicitdsat, amely erds gatld

86



dc_1964 21
dc 1964 21

hatdst gyakorol a TC neuronokra. A gatlas al6l felszabadulva a TC neuronok szinkron ritmikus

ténusos tiizelése tartja fenn az iktalis idoszakban a thalamokortikalis hiperszinkronitést.
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