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Bevezetés

Régota ismert tény, hogy a mesencephalon periaqueductalis sziirkeallomanya
(PAG) kulcsfontossagu szerepet jatszik a kozponti idegrendszer fajdalom feldolgozé
mechanizmusaiban. Tobb, fliggetlen tanulmanyban igazoltdk, hogy a ventrolateralis PAG
(vI-PAG) elektromos ingerlése elnyomja a nociceptiv reflexeket és mély analgézidhoz
vezet. Ugyanezek a megfigyelések megmutattak, hogy a PAG-ban magas szintli anatomiai
¢s fiziologiai szervezddés figyelhetd meg. A PAG alapvetd funkcioiért — mint a védekezd
magatartas, kardiovaszkularis funkciok, antinocicepcié — felelés neuronok az agytorzs
tengelye mentén kiilonb6z6 hosszisagu oszlopokba rendezddnek. A ventrolateralis sejtek

csoportja kiillonb6z6 fajdalomszabalyoz6 mechanizmusokban jatszik szerepet.

Feltételezik, hogy a PAG egy direkt diszinaptikus uton fejti ki fajdalomcsillapitd
hatasat. Az elméletnek megfeleléen a vI-PAG monoszinaptikus kapcsolatban all a
gerincveldbe vetitd szerotoninerg és noradrenerg RVM sejtekkel, valamint a hid
noradrenerg magjaival. A monoszinaptikusan aktivalt leszallo raphe-spinalis és coerulo-
spinalis palydk a gerincveld hatsd szarvaban végzodnek és noradrenalint (NE) valamint
szerotonint (SHT) bocsatanak ki. A kibocsatott SHT és NE erdsen gatolja a hatso szarvi

antinociceptiv neuronokat, igy hatdsosan reguldlja a fajdalomra adott valaszokat.

Egyre tobb kisérleti adat utal arra, hogy ujra at kell gondolni ezt a latvanyos
modellt, amely a PAG 4altal kivaltott analgéziat egyenes, diszinaptikus palyaként mutatja
be. Leirtdk, hogy a PAG nocicepcioért felelés teriileteinek egyes vagy
sorozatimpulzusokkal valé ingerlése utan monoszinaptikusan nem aktivalodtak SHT
tartalmu sejtek. Ezen kiviil szamos kisérlet utal arra, hogy egy nem szerotoninerg
mechanizmusnak is szerepe lehet a gerincveld hatsé szarvanak RVM kontrolljdban. Az
emlitett kisérletek azt is sugalljak, hogy nem sziikséges az RVM szerotoninerg sejtjeinek az

aktivalodasa az ingerelt PAG antinociceptiv hatasanak kivaltasdhoz.

Jelenleg a hid noradrenerg magjainak az antinocicepcioban jatszott szerepe is
bizonytalan. Jelentds mennyiségli egymasnak ellentmondé adat all rendelkezésre a hid
noradrenerg magjainak az endogén fajdalomesillapito korokben jatszott szerepérol.
Bizonyos kisérletek komoly direkt projekciordl szamolnak be, mig mdsok nem taldltak

szignifikdns monoszinaptikus kapcsolatot a PAG és e magok kozt. A helyzet hasonlo az



RVM szerotoninerg sejtjeihez, és ugyanugy kérdéses, hogy a hid noradrenerg magjai

alapvet6 fontossaggal birndnak a vI-PAG ¢és gerincveld kozti jelatvitelben.

Ha azt mondjuk, hogy nincs sziikség a gerincvelObe vetitd szerotoninerg vagy
noradrenerg sejtek PAG-bol érkezd monoszinaptikus aktivalasara, akkor fel kell tenniink
egy kérdést: ,,Milyen mechanizmusokkal képes mégis aktivalni a PAG a gerincveld felé

vetitd noradrenerg es szerotoninerg idegsejteket?”

Célkitiizések
Anatomiai és fiziologiai modszerekkel vizsgaltuk a vI-PAG kapcsolatait az RVM-

val és a hidi noradrenerg magokkal:

— A palya jelolok és haromdimenzids szamitégépes rekonstrukcid segitségével

tanulmanyoztuk a ventrolateralis PAG vetiileteinek eloszlasat az agytérzsben.

— Immuncitokémiai technikakkal vizsgaltuk az idegsejtek immunreaktivitasat (SHT, TH,
GABA, Glycine és PPE ellenes antitestek felhasznalasaval) a hidban, nyultvelében és a
rosztralis ventromedialis medulla azon teriiletein, melyek bemeneteket fogadnak a vl-

PAG-bol.

—In vivo elektrofizioldgiaval tanulményoztuk az RVM idegsejtjeinek valaszait a nervus

ischiadicus és a vI-PAG elektromos ingerlését kovetden.

Anyagok és modszerek
Morfologiai vizsgalatok

Allatok, jelold injekcid, metszetkészités

A kisérleteket Wistar—Kyoto patkanyokon mély natrium-pentobarbital (35 mg/kg)
anesztéziadban végeztilk. Iontoforetikusan injektalt Phaseolus vulgaris leucoagglutinint
(PHA-L; 2.5%) hasznaltunk anterograd jeloléanyagként. Az injekcidt a PAG ventrolateralis
részébe a kovetkezd koordinatakon végeztiik: 0.6-0.8 mm a kdzépvonaltdl, 1.3-3.2 mm az

interauralis vonaltol és 4.6-5.1 mm a felszint6l. Minden allat két injekciot kapott oly



moédon, hogy a két szurashely egymastol 0.5-1.0 mm-re volt taldlhatdo rostrocaudalsi

iranyban.

Hérom hetes tulélést kovetden az allatokat ujra elaltattuk, transzkardialisan Tyrode
oldattal perfundaltuk, majd az alabbi fixal6 oldatok egyikével folyattuk a perfuziot: (i) 4%
paraformaldehid és 0.2% pikrinsav 0.1M foszfatpufferben; (ii) 2.5% glutaraldehid, 0.5%
paraformaldehid és 0.2% pikrinsav 0.1M foszfatpufferben; (iii) 4% paraformaldehid 0.1M
foszfatpufferben. Az eltavolitott agytorzset tovabbi két oraig utdfixaltuk a perfuziohoz is

hasznalt fixaloban, majd 60 mikrométeres szeleteket készitettiink vibratommal.

Pre-embedding Immuncitokémia

A PHA-L immuncitokémiai kimutatasara az usz6 metszeteket biotinizalt kecskében
termelt PHA-L ellenes antitesttel (higitds 1:1000) inkubaltuk. A kovetkezd 1épésben
avidin-biotin-peroxiddz komplexel (ABC; 1:100) reagaltattuk a metszeteket. Végiil nikkel

intenzifikalt diamino-benzidin (DAB) kromogén reakciot végeztiink.

Annak tisztazasara, hogy a PAG-bdl érkezd axonterminalisok létesitenek-e kozeli
kapcsolatot SHT vagy NE tartalmi neuronokkal kettds jelolést végeztiink, melyben az
axonalis nyomkovetést kombindltuk az SHT illetve thyrozin hirdoxilaz (TH)
immuncitokémiai kimutatasaval. A metszteket el0szor kecskében termelt, biotinilalt anti
PAH-L antitest és nytlban termelt anti SHT (1:2000) vagy anti TH (1:1000) ellenes
antitestek elegyében inkubaltuk. A kovetkezd 1épésben ABC és goat anti-rabbit (1:200) IgG
keverékébe keriiltek a metszetek. A PHA-L jelolt axonokat és terminalisaikat nikkellel
intenzifikalt DAB kromogén reakcioval vizualizaltuk. A tovabbiakban nyul peroxidaz anti-
peroxidaz komplexel (1:100) kezeltik a metszeteket, majd az SHT illetve TH
immunjelolédését DAB reakcidval tettiik 1athatéva. A metszeteket zselatinos targylemezre

szedtiik, majd Premount-val fedtiik.

Post-embedding Immuncitokémia
Kiilon szeleteket kezeliink 1%-o0s OsOs oldatban, majd dehidraltuk és
targylemezeken Durcupan ACM resinbe agyaztuk. A kozépsd pontobulbaris haldzatos

allomany (iRF) PHA-L végzddésekben gazdag teriileteit kivagtuk ¢&s ujradgyaztuk,



ultravékony sorozatmetszeteket készitettiink, melyeket Formvar boritasti nikkel gridekre

szedtiink.

Az egymast kovetd grideken talalhatdé metszeteken GABA ¢és glicin
immunhisztokémiat végeztiink. Anti-GABA (1:1000; Dr. J. Storm-Mathisen) vagy anti-
glicin (2:1000; Dr. J. Storm-Mathisen) szérummal val6 inkubaldst kovetéen kecskében
termelt anti-nytl IgG-hez konjugalt 20 nm-es kolloidarany (1:200) részecskékkel

reagaltattuk a metszeteket, majd uranil-acetat €s 6lom-nitrat oldatokkal kontrasztoztuk 6ket.

Immunfluoreszcens Lézer-letapogatdsos Konfokalis Mikroszkopia

A szabadon usz6 metszeteket az alabbi antitestek keverékével inkubaltuk: (i) kecske
anti-PHA-L (1:500); egér anti-glutamat dekarboxilaz (GAD; 1:1000); nyual anti-
preproenkefalin (PPE; 1:500; Dr. T. Kaneko). A kdvetkezd inkubald oldat streptavidin-
AlexaFluor 546 (1:2000), kecske anti-nyul IgG-AlexaFluor 633 (1:500) és kecske anti-egér
IgG-AlexaFluor 488 (1:500) Osszetevokbol allt. A metszeteket targylemezekre szedtiik,
glicerol tartalmu ’anti-fade’ médiummal fedtiik. A preparatumokat lézer-letapogatasos

konfokalis mikroszkoppal vizsgéltuk.

Az anterograd jelolt axon termindlisok és az immunjelolt idegsejtek hdaromdimenzios

rekonstrukcidja

A PHA-L jelolt axon termindlisok, az SHT-immunoreaktiv (SIR) ¢és TH-
immunoreaktiv (THIR) eloszlasat az agytorzsben sorozatmetszteken vizsgaltuk. A
metszetek sorrendjére gondosan ligyelve minden negyedik metszeten PHA-L és SHT, az
els6 metszeteken pedig PHA-L TH kettdsjelolést végeztiink. A  metszeteket
NEUROLUCIDA 3D szamitégépes rekonstrukcios rendszerrel dolgoztuk fel. A
szamitogépbe taplaltuk a metszetek konturjait, az anterograd jelolt axon terminalisok
a SIR és THIR idegsejteket, valamint kielemezte a jelolt sejtek és terminalisok kozeli

appozicioit.



Fiziologiai Kisérletek

Allatok és Sebészeti Technika

A kisérleteket altatott, mesterségesen Iélegeztetett, sztereotaxias késziilékben
rogzitett Spargi-Dawley patkdnyokon végeztiik. Kipreparaltuk a bal nervus ischadicust és
bipolaris hurokelektrédakat helyeztiink rd az elektromos ingerléshez. Interparietalis és
occipitalis kraniotomidval nyitottuk meg a koponyat, a kisagyat szivassal tavolitottuk el a

mikroelektrodék pontosabb célbajuttatasahoz a jobb vI-PAG-ba és RVM-ba.

Intracellularis RVM ldegsejt Elvezetés

Az RVM-bdl az alabbi koordinatakon talalhato sejtekrdl vezettiink el intracelluldrisan: 0.1-
1.2 mm a kozépvonaltol, 3.0-4.0 mm rosztralisan az obextdl, 2.7-3.2 mm a medulla dorzalis
felszinétol. Az elvezetéseket 3% biocytint tartalmazd oldattal megtoltott iiveg
mikroelektrodakkal végeztilk. Az intracellularis jeleket bridge moédban rogzitettik, az
adatok analizisét pedig a digitalizalast kovetden Spike2 és SigAvg programok segitségével
végeztik. A numerikus adatok statisztikai kiilonbozéségét Mann-Whittney probaval
vizsgaltuk. Az adatokat atlag £+ SEM forméban fejeztiik ki. Az értékek eltérését p < 0.05

szignifikancia szint mellett tekintettiik jelentdsnek.

PAG Stimulalds

A kisérletekben bipolaris rozsdamentes ingerld elektrodat helyeztiink a vI-PAG-ba a
kovetkezd koordinatak szerint: 0.5-0.8 mm a kozépvonaltol, 0.7-1.4 mm rosztralisan az
interauralis vonaltol, 5.5-6.0 mm ventralisan a dorzalis felszintdl. Révid sorozatingerlést
kovetd hipotenzid mutatta, hogy az elektréd a vI-PAG-ban van. Mikodzben intracellularisan

detektaltunk a RVM sejtjeiben 100-300 nA —es egyes impulzusokkal ingereltiink.

Periférias Idegstimulaldas

A nervus ischiadicust bipolaris eziisthuzal elektrodaval ingereltik. A korabban
kifejlesztett mddszernek megfeleléen az ingerlés erdsségét 2 pA-re allitottuk, hogy a
mielinizalt és a demielinizalt axonokat is ingerelhessiik. A sejtekbdl valo elvezetés alatt 0.2

ms széles 1Hz frekvencidju egyesingereket hasznaltunk.



Az Intracelluldarisan Jelolt Sejtek Szovettani Feldolgozdsa

A rekordalt RVM sejtekbe az elektrofiziologiai karakterizalas utan intracellularisan
biocytint injektaltunk, majd az 4allatokat transzkaridalisan fiziologids sooldattal, azt
kovetden pedig foszfatpufferben (pH 7.4) oldott 4% paraformaldehid, 2% glutaraldehid
oldattal perfundaltuk. Vibratommal 40 pm-es korondlis sorozatmetszteket készitettiink a
nyultvel6bol. A metszeteket ABC-vel inkubaltuk, majd a jelolt sejteket DAB stabilizalt
TMB reakcidval tetiik lathatova. A jelolt idegsejteket NEUROLUCIDA 3D rekonstrukcios

rendszerrel rekonstrualtuk.

Eredmények

A PHA-L jelolt axon termindlisok eloszlasa a hidban és a nyultveloben.

PHA-L-t unilateralisan a PAG-be injektadlva a hidban és a nyultveloben elszortan
axon termindlisok ¢és varikozitdsok jelolédtek. Az azonos oldali végzddések szama
meghaladta az ellenoldalon taldlhatoakat. A termindlisok eloszldsa az Osszes vizsgalt
allatban nagyon hasonld volt. A haromdimenzidés rekonstrukcidhoz és a kvantitativ

elemzéshez harom, véletlenszertien kivalasztott allat anyagat hasznaltuk fel.

A hid rosztralis részében a noradrenerg sejtcsoportban végzddtek a jeldlt axonok. A
jelolés denzitdsa a ventralis és dorzalis locus coeruleus és subcoeruleus teriiletén volt a
legnagyobb és alacsonyabb a locus subcoeruleus alfa alegységében valamint az AS5-s
sejtcsoportban. Kozepes stirliséggel fordultak el varikozus rostok a nucleus parabrachialis,
laterodorzalis tegmentalis nucleus, nucleus reticularis pontis, nucleus motorius et

principalis nervi trigemini ¢és az oliva superiorban.

Jelentés mennyiségli axon terminalis jel6l6dott az RVM-ben a hid kaudalis és a
nyultveld rosztralis részén. Az RVM mellett a nucleus reticularis intermedius is slriin
jelolédott axon termindlisokkal, és kdzepes mennyiségli varikozitds jelent meg a nucleus

reticularis parvocellularisban valamint a nervus facialis motoros magjaban.

Gyakorlatilag azonos denzitassal jelolddtek nyultveld kovetkezd kaudalis magjai:
nucleus tractus solitarii, a Probst kdteg magja, nucleus ambiguous, nucleus retroambiguous,

nucleus reticularis ventrolateralis.



A PHA-L jelolt terminalisok és a SIR neuronok kapcsolata

A PHA-L ¢és SHT kettdsjelolt metszetek kiértékelése azt mutatta, hogy az agyalap
SIR neuronjainak kozelében mérsékelt gyakorisaggal végzddnek PAG efferensek. A PAG-
bol bemenetet fogaddé SHT sejtek dontéen az RVM-ben voltak, de egy résziik a hid
rosztralsi vagy a nyultveld kaudalis végében volt. A pozitiv végzddések 9-20% volt az
RVM-ben, de itt is leginkabb non-SIR teriileteken végzddtek. Az dsszes termindlisnak csak

0.8%, 1.0%, 0.7%-a végz6dott az RVM-ben SIR idegsejtek kdzelében.

A PHA-L jelolt termindlisok és a THIR neuronok kapcsolata

Csak ritkdn talaltunk kozeli kapcsolatot a PHA-L jelolt PAG efferensek és a TH
immunoreaktiv neuronok kozt a hid és a nyultveld teriiletén. A kapcsolatot fogado sejtek
nagyobb része a locus subcoeruleus ventralis részében €s az AS5-s sejtcsoportban volt. A
végzddeések 10-14%-a végzodott a hidi noradrenerg sejteken, ahol a terminalisok leginkdbb
non-THIR teriileteken végzddtek. Az Osszes végzddésnek csak 0.5%, 0.6%, 0.4%-a

veégzodott THIR idegsejtek kozelében a hid noradrenerg sejtcsoportjaiban.

A vI-PAG végzodések neurokémiai jellemzése a pontomedullaris formatio reticularis
kozépso részében

Anatomiai megfigyeléseink szerint az agytdrzsi magvak kozil az iRF kap
legerésebb beidegzést a vI-PAG-bol. Tekintettel arra, hogy ez a teriilet szerepet jatszik a
fajdalmi magatartds kialakitdsdban felmeriilt annak a lehetdsége, hogy atkapcsolddasi
teriiletként szerepelhet a VvI-PAG és az RVM kozott. Emiatt elektronmikroszkoppal
megvizsgaltuk a vI-PAG terminalisokat és posztszinaptikus targetjeiket az iRF teriiletén. A
mintdkon posztembedding immunogold modszerrel vizsgaltuk a GABA ¢és glicin
immunoreaktivitast. Sem a PHA-L terminalisok, sem a targetjeik nem voltak GABA vagy

glicin pozitivak.

Konfokalis mikroszkoppal tovabb tanulmanyoztuk a vI-PAG végzddések
posztszinaptikus profiljat az iRF-ben, preproenkefalin (PPE) ¢és glutamat dekarboxilaz
(GAD) ellenes antitestekkel. Az elektronmikroszkopos eredményeinknek megfeleléen nem

talaltunk vI-PAG terminalist GAD pozitiv struktirdk kozelében. Szamos PHA-L pozitiv



terminalis 1étesitett kapcsolatot PPE pozitiv sejtekkel az Rgc-ben és a dorzalis medullaris

RF-ben.

In vivo intracellularis RVM elvezetések

Tizennégy olyan RVM sejtbdl vezettiink el intracellularis jeleket, melyek reagaltak
az ellenkez6 oldali nervus ischiadicus ingerlésére. Mindegyikiikrdl akcids potencidlokat
rogzitettiink a nervus ischiadicus vagy a vl-PAG ingerlését kovetden. A 14 sejtbdl 8
izgalommal 6 pedig gétlassal reagalt a nervus ischiadicus ingerlésére. Az izgalmi és gatld
posztszinaptikus potencidlok atlagos latencidja 17.413 és 13.3+£1.4 ms volt (p < 0.28). Az
izgalmi valaszok atlag 29.5+5.6 ms-ig, mig a gatlo valaszok valamivel tovabb, 78.5+22 ms-
ig tartottak. Tiz sejt esetén vizsgaltuk a hatso végtagot érd fajdalmas ingerekre adott

valaszokat, melyek megfeleltek a nervus ischiadicus ingerlésével kivalthato reakcionak.

A ventrolaterdlis PAG ingerlése

A vI-PAG ingerlésére 10 neuron (71%) izgalommal, 1 (7%) gatassal valaszolt és 3
(21%) esetén nem volt lathato valasz. A késési idOk alapjan az izgalmi valaszok széles
skalan mozogtak ¢és jol korrelaltak a nervus ischiadicus altal kivalthato valaszokkal. 5 a
nervus ischiadicus ingerlésére izgalommal reagald sejt gyors excitatorikus bemenetet
fogadott a vI-PAG-bol; a késési 1dok 1.8 és 6.9 ms kozt valtoztak (atlagosan 3.6+0.9 ms), a
tartamuk pedig 6.2+1.5 ms volt. A masik 6t sejt esetén a késés sokkal nagyobb volt 10.4—
26.4 ms (atlagosan 14.843 ms; p < 0.004) a valaszok 17.5+3.4 ms-ig tartottak. Mind az 6t

késve reagalo idegsejt gatlassal valaszolt a nervus ischiadicus ingerlésére.

Az intracelluldrisan jelolt RVM sejtek morfologidja és eloszlasa

Meghataroztuk a pontos helyzetét mind a 11 olyan neuronnak, melyek a nervus
ischiadicus és a PAG feldl is fogadtak bemeneteket. Az 6sszes jeldlt sejt az RVM-ben volt.
Az orientaciojuk, alakjuk, eloszlasuk ¢és a dendritjeik megfeleltek a korabbi RVM

intracellularis munkakban leirtaknak.



Megbeszélés

A ventrolaterdlis PAG efferensek végzodési mintazata a hidban és a nyultveloben

A PAG-bdl eredd idegrostok és végzddéseik eloszlasat mar sokan vizsgaltak. Jelen
kisérleti eredmények nagyrész altalaban megfelel a kordbban megfigyelteknek.
Mindazonaltal olyan adatokhoz jutottunk, melyek segithetnek megérteni a lehetséges
funkcionalis kapcsolatokat a PAG ¢és az RVM, hidi noradrenerg magok, valamint az
agytorzs mas teriiletei kozt. A kordbbi eredményekkel szemben kimutattuk, hogy
viszonylag kevés PAG efferens végzddik SIR vagy THIR neuronokon az RVM-ben és a
hidi noradrenegr magokban. Ugy talaltuk, hogy a vI-PAG-b6l szdrmazé axon terminalisok
20-30%-a a pontobulbaris RF intermedier teriiletén végzddik, sugallva, hogy ez a tertilet

kiemelt szerepet jatszhat a vI-PAG projekcioi kozt.

Az irodalomban teljes az egyetértés, hogy a vI-PAG vetit az RVM-be ¢és a hid
noradrenerg sejtcsoportjaiba, igy fejtve ki jelentds hatast a gerincveld szomatomotoros és
kardiovaszkularis jelfeldolgozasara. Az is ismert, hogy a PAG efferensek végzddési
mintizata az altalunk vizsgalt teriileteken kiilonb6zd patkanyfajtdk esetén igen valtozatos
lehet. Eredményeink értékét ndveli, hogy ismereteink szerint ez az elsé tanulmany Wistar-
Kyoto patkanyokon. Azt taldltuk, hogy jelentdsen vetit a locus coeruleus ventralis €s
dorzalis része, valamint a locus subcoeruleus felé, ugyanakkor a locus subcoeruleus alfa
része €s az AS5-s sejtcsoport csak gyengén ellatott vI-PAG terminalisokkal a Wistar-Kyoto
patkanyokban. Masrészt az RVM-ben talalt végzddések nagyrésze a nucleus
gigantocellularis pars alfa, valamint a nucleus paragigantocellularisban jelent meg,
ugyanakkor a nucleus raphe magnusban ¢és a dorzalis paragigantocellularis magokban csak

kozepes slirliséggel végzddtek a jeldlt axonok.

A leginkéabb elterjedt elmélet szerint, az RVM-be ¢és a hid noradrenerg magjaiban
talalhat6 spindlis projekcios neuronokra NMDA és AMPA mechanizmusokon keresztiil
hatnak az oda vetité vI-PAG neuronok. Emellett megmutattuk, hogy non-SIR sejtek is
fogadnak monoszinaptikus kapcsolatot a vI-PAG-bol. Tovabba egy friss, a PAG stimulacio
hatésait vizsgald tanulmany nem talalta bizonyitékat monoszinaptikus kapcsolatnak a PAG
¢s az RVM SIR sejtjei kozt. Semmilyen moédon nem sikeriilt SIR  sejteket

monoszinaptikusan aktivalniuk. Az altalunk bemutatott kisérletek jol korreldlnak ezen
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megfigyeléssel. A PAG efferensek nagy része az RVM non-SIR teriiletein végzddott és a
jelolt terminalisok kevesebb, mint 10%-a végzodott SIR sejtek kozelében. Mindezek
felvetik, hogy az RVM szerotoninerg sejtjeinek monoszinaptikus aktivalasa nem valdszind,
hogy sziikséges lenne a PAG stimuldladst kovetd nociceptiv modulaldé hatisokhoz,

legalabbis Wistar-Kyoto patkdnyokban biztosan nem.

Azt is bemutattuk, hogy a vI-PAG ¢és hidi THIR sejtek kozt a direkt kapcsolat még
az RVM/SIR kapcsolatnal is gyengébb. Leleteink szerint a hid noradrenerg magjaiban
végz6do vI-PAG efferensek kevesebb, mint 5%-a végzddik THIR struktirak kozelében.
Mas munkak megerdsitették leleteinket, mivel nem talaltak jelentds projekciot a vlI-PAG-
bol a locus coeruleusba. A fentiek alapjan szintén alig valoszinii, hogy a hid noradrenerg
sejtjeinek monoszinaptikus aktivaldsa alapvetd lenne a vI-PAG gerincveldre kifejtett

hatasaiban.

Korabbi tanulmanyok is emlitik, hogy a PAG kapcsolédik a pontobulbéaris RF
szamos teriiletéhez, am ezeknek a kapcsolatoknak nem tulajdonitottak jelentséget. Ezzel
szemben szeretnénk kiemelni, hogy a vI-PAG beidegzi a ponto-medullaris intermedier
retikularis magot, a hid retikularis magjat és a hid parvocelluréris retikularis magjat,
valamint a dorzalis medullaris retikuléris teriiletet. Tekintettel arra, hogy a PHA-L jeldlt
axonok 20-30%-a ezeken a teriileteken végzddik meglehetdsen valdszintinek tiinik, hogy a
pontobulbaris halozatos allomany ezen teriiletei funkcionalisan fontos szerepet tolthetnek
be a vI-PAG vetiiletei kozt. Ismert ezekrdl a teriiletekrdl, hogy szerepiik van a fajdalom
szabalyozasaban és vannak projekcioik a locus coeruleus és az RVM felé. Megfigyeléseink
azt sejtetik, hogy ponto-bulbdris RF direkt vI-PAG bemenetet fogado teriiletei alapvetd

részei a leszalld szomatomotoros, kardiovaszkularis és nociceptiv rendszernek.

A PAG dltal kivaltott posztszinaptikus valaszok in vivo inracellularis vizsgalata az RVM
neuronjaiban

Morfologiai adatainkbdl egyértelmiien kideriil, hogy a vI-PAG efferensek csak egy
része végzOdik az RVM-ben, nagyrészilkk az iRF-be wvetiil. Ebbdl, valamint mas
jelentésekbdl kovetkezik, hogy a vI-PAG ingerlése nem vezet az RVM spinalisan

projektalo szerotoninerg sejtjeinek monoszinaptikus aktivalodasdhoz, viszont a vI-PAG egy
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komplex pontobulbdris neuronhélozatot aktival, mely mono-, di- és poliszinaptikus

kapcsolatban allhat az RVM-vel.

In vivo intracellularis elvezetéssel tanulmanyoztuk a szomatikus bemenettel
rendelkez6 RVM sejtek vI-PAG altal kivaltott posztszinaptikus valaszait. A PAG
aktivalasara reagalo sejtek tobb mint 90%-a excitatorikusan reagalt a vI-PAG stimulalasara.
A valasz késleltetése alapjan a sejteket két csoportra osztottuk. Az egyik korai, a masik
késleltetett valaszt adott a vI-PAG stimulalasat kovetden. Az egyes csoportokba sorolt
neuronoknak eltéré volt a nervus ischiadicus ingerlésére adott valasza is. A VvI-PAG
ingerlést kovetden rovid latenciaval aktivalodd sejtek mind excitatorikusan reagéltak a
nervus ischiadicus ingerlésére. Ezzel szemben a hosszi latencidval valaszolo idegsejtek
kivétel nélkiil gatlodtak a nervus ischiadicus ingerlésének hatasara. A vélaszok eltérd késési

ideje alatdmasztja a mono-, di- és poliszinaptikus PAG-RVM palyék jelenlétét.

Az RVM neuronok révid késési idejii valasza a ventrolaterdlis PAG ingerlése utdan

Nagyon érdekes, hogy a rovid latencidju vlI-PAG bemenetet fogado RVM idegsejtek
izgalommal valaszoltak a nervus ischiadicus ingerlésére és a hatso végtagot érd fajdalmas
stimulusokra, amely viselkedés az ON sejtekre jellemz6. Ez a felismerés felveti, hogy az vl-
PAG-bdl az RVM-be érkezé monoszinaptikus efferensek foleg, vagy teljesen ON sejteken

végzddnek.

Az RVM neuronok hosszu késési idejii valasza a ventrolaterdlis PAG ingerlése utin

Néhany RVM neuron a vI-PAG ingerlésére csaknem négyszer nagyobb késéssel
vélaszolt, mint mas vizsgalt sejtek. A hosszt latencia arra utal, hogy a vI-PAG-RVM
projekcio Osszetett és a monoszinaptikus ut mellett di- és poliszinaptikus palyakat is

tartalmaz.

A hosszi valaszidejli neuronok gatlassal valaszoltak a nervus ischiadicus
ingerlésére €s a hatsé végtagot érd fajdalmas stimulusokra, amely az OFF sejtekre jellemzo.
A felismerés, hogy a nervus ischiadicus ingerlésére eltéréen vélaszold sejtek eltérd ton
kapjak bemenetiiket a vI-PAG-bdl, felveti, hogy a két csoport az idegsejtek funkcionalisan

is eltérd csoportjaba tartozik.
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Ismert, hogy az OFF sejtek diszinhibicidval aktivalodnak. Szinte biztos, hogy a
hosszl latencidjii vI-PAG bemenet lehet az egyik utja az RVM neuronok diszinhibicios
aktivalasanak. A vI-PAG-bol leszallo rostok a RF-ben vagy az RVM-ben aktivalhatnak
enkefalinerg neuronokat €és ezek az aktivalt enkefalinerg neuronok gatolhatjdk az RVM-t
tonusos gatlas alatt tartd6 GABAerg idegsejteket. A az OFF sejtek fokozott aktivitasa igy

lehet a gatlas aloli felszabaduléas kdvetkezménye.

A ventrolaterdlis PAG efferensek posztszinaptikus targetjei a pontomedulldris formatio

reticularisban

Anatomiai megfigyeléseinkben ugy talaltuk, hogy az iRF jelentds mennyiségi
bemenetet fogad a vI-PAG-bol. Figyelembe véve a teriiletek kapcsolatat az RVM-vel és a
hid noradrenerg magjaival felvetddott annak a lehetdsége, hogy az iRF atjatszoként
miikodik, amin keresztiil a vI-PAG képes modulalni az RVM és a hidi noradrenerg magok

neuronalis aktivitasat.

Az RVM ON sejtjei serkentik, az OFF sejtek gatoljak a nociceptiv transzmissziot a
gerincveld hatso szarvaban. Ez a két sejtcsoport reciprok modon aktivalodik az esetek nagy
részében. A kisérleti adatok szerint GABAerg inputok aktivéalasa felelds az OFF sejtek
inaktivalasaért. Ha elfogadjuk a reciprok tiizelést, akkor az ON sejtek egy része
mindenképpen olyan GABAerg interneuron kell, hogy legyen, mely gatolja az OFF
sejteket. Az is lehetséges, hogy az OFF sejteket szabilyoz6 GABAerg neuronok nem
intrinsic, hanem extrinsic kapcsolatban vannak az RVM-vel. Mindazonaltal eredményeink
alapjan ez nem tul valdszind, hiszen a vI-PAG axon terminalisok targetjei az iRF-ben

negativok voltak GABA-ra és glinicre.

Az opioidok a GABA mellett szintén gatolhatjak az OFF sejteket. Ezzel szemben
mar bebizonyitottdk, hogy az opioidok aktivaljak az RVM OFF sejtjeit és gatoljak az ON
sejteket. Valoszinlileg a GABAerg inhibici6 gatlasaval indirekt médon jon létre az OFF
sejtek opioid aktivacidja. Az RVM gazdag enkefalint tartalmaz6 axon terminalisokban,
melyek foleg ON sejteken végzédnek. Igy valésziniinek latszik, hogy az OFF sejtek ENK-
GABA medialt diszinhibicioval aktivalodnak. Az RVM-en kiviil taldlhatdé ENK pozitiv
sejtek kapcsolddhatnak GABAerg ON sejtekhez, melyek OFF sejtekre vetiilnek. Ezaltal a
GABAerg ON sejtek enkefalinerg gatlasa diszinhibiciot, az OFF sejtek izgalmat
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eredményezi. A fenti mechanizmusért felelds enkefalinerg neuronok lehetnek az iRF-ben,
hiszen ott massziv vI-PAG bemenetet fogadd PPE immunoreaktiv neuronokat talaltunk.
Osszegezve valoszinii, hogy az iRF-r8l tigy beszélhetiink, mint egy atkapcsolo teriilet a vl-
PAG és az RVM kozt, amely legalabb részben diszinhibiciéval modulélhatja a nociceptiv

jel feldolgozast és a fajdalmi magatartasokat.

Kovetkeztetések

Eredményeink azt mutatjak, hogy a vI-PAG aktivitdsa Osszetett interneuron
halozaton keresztiil befolyasolhatja a gerincveld fajdalom feldolgoz6 mechanizmusait. Az a
legvaldsziniibb, hogy a vI-PAG-bdl érkezd ingeriiletek alapvetden befolyasoljak szamos
teriilet izgalmi szintjét (a ponto-medullaris RF medialis része, iRF, hidi nucleus reticularis,
parvocellularis reticularis nucleus, dorzalis medullaris retikuldris teriilet). Itt a PAG jelek
aktivalhatnak a gerincveld felé, vagy — nagyobb valoszintiséggel — az RVM ¢és a hid
noradrenerg magjai iranyaba vetiild sejtek felé. A PAG efferensek masik csoportja az
RVM-ben és a hid noradrenerg magjaiban non-serotoninerg, non-noradrenerg idegsejteken
végzodik. Ezen sejtek egy része eredd sejtje lehet a raphespinalis, illetve coerulospinalis
palyaknak a tobbiek pedig lokalis interneuronok. Az aktivalodott idegsejthalozatok tovabb
feldolgozzak a bejovd jeleket, majd spindlisan projektald neuronokhoz vezetnek. Az
efferensek harmadik csoportja monoszinaptikus kapcsolatban 4all szerotoninerg ¢és
noradrenerg sejtekkel, melyek lehetnek spinalis projekcidés neuronok. A gerincveld felé
vezetd neuronok Osszegzik a szerotoninerg, noradreneg, non-szerotoninerg, non-
noradrenerg sejtek, valamint a mono- és di-/poliszinaptikus bemeneteket és kiiszob feletti
aktivalodasuk esetén jeleket kiildenek a gerincveld hatsé szarvaba. A felszines hatso
szarvban a végzodések SHT-t, NE-t, GABA-t, glicint és kiillonféle neuropeptideket, mint az
ENK bocsathatnak ki, melyek gatolhatjak a gerincveldi idegsejt halozatokat, igy vezetve

analgézidhoz, a fijdalmi magatartas befolyasolasdhoz.

Osszefoglalas

1. A RVM kozvetlen, monoszinaptikus bemenete a vI-PAG feldl nem olyan jelentds, mint

ahogy azt korabban feltételezték. A vI-PAG efferenseknek csak 10-20%-a végzddik az
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RVM hatarain beliil és kevesbb mint 5-10% alkot kozvetlen kapcsolatot az RVM SIR

sejtjeivel.

Szemben a korabbi tanulmanyokkal megmutattuk, hogy az AS5-7 noradrenerg
sejtcsoportok alig kapnak bemenetet a vI-PAG feldl. A vI-PAG efferensek csak 10-
14%-a végzddik a hid noradrenerg magjaiban és kevesebb, mint 5% kapcsoldédik THIR

neuronokhoz.

. Kimutattuk, hogy a fajdalom magatartasért felelds, az RVM-be vetiild pontomedullaris
formatio reticularis intermedier része jelentds bemenetet fogad a vI-PAG feldl, ezaltal
felmeriilt annak a lehetdsége, hogy az iRF része egy alternativ di- és/vagy

poliszinaptikus utvonalnak a vI-PAG és az RVM ¢és a hid noradrenerg magjai kozt.

. Bizonyitottuk, hogy az RVM neuronjai heterogén, de foleg izgalmi bemenetet fogadnak
a VI-PAG-bol. Ez alatdmasztja az alternativ di- és/vagy poliszinaptikus utvonal
jelenlétét a vI-PAG és az RVM kozt. Az ON sejtek vélhetden monoszinaptikus, az OFF
sejtek pedig indirekt (di- és/vagy poliszinaptikus) beidegzést kapnak a vI-PAG-bol.

. Eredményeink alapjan lehetséges, hogy az iRF egy olyan atkapcsold hely, melyen
keresztiil a vI-PAG részben diszinhibiciés mechanizmusokkal hat az RVM-re ¢és a hid

noradrenerg magjaira.
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