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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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ATP
BAT
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BST
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mesterséges agy-gerincveldi folyadék
o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-ixoxazolpropionsav

nucleus arcuatus
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dopamin
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1-es tipusu proteaz aktivalta receptor
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E. tipusu prosztaglandin receptor

area preoptica

proopiomelanocortin

nucleus pedunculopontinus

retikularis aktivacios rendszer

gyors szemmozgas (“'rapid eye movement")

nucleus suprachiasmaticus

pedunculus cerebellaris superior



SEPSC
Si
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SN
SWA
TBOA
TBS
TMN
TNFa
TTX
VAChT
vdb
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VLPO
VRAC
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WIN55,212-2

spontan serkentd posztszinaptikus aram
substantia innominata

lasst befelé iranyul6 aram (*'slow inward current™)
substantia nigra

lasst hullamu aktivitas (“'slow wave activity")
threo-beta-benziloxyl aszpartat

Tris-pufferolt sdoldat

nucleus tuberomamillaris

tumor nekrézis faktor o

tetrodotoxin

vezikularis acetil-kolin transzporter
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3. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

A nucleus pedunculopontinus (PPN) a kozépagyban, a tegmentumban elhelyezkedd

hosszuikas, rostrocaudalisan elnyuld strukttra (1. abra), melynek hatérai a kovetkezok:

e medialis hatara a pedunculus cerebellaris superior, bar egyes esetekben a pedunculus
cerebellaris superiorba is benyulik a mag, vagy attol ventromedialisan is elhelyezkedik

e lateralis hatara a lemniscus lateralis

e rostralis hatara a substantia nigra posterolateralis része

e caudalisan a nucleus parabrachialis hatarolja

e dorsalis hatara a nucleus cuneifomis és precuneiformis

A PPN-t klasszikusan két részre szoktak osztani, amelyek egymastdol nemcsak
elhelyezkedésben, hanem a kolinerg neuronok stirtisége alapjan is elkiiloniil. Ez a két teriilet a
pars compacta €s a pars dissipata. A pars compacta a PPN caudalis teriilete, mig a pars dissipata
a PPN rostralis teriiletének felel meg (Mena-Segovia és Bolam, 2017). A kozépagyi kolinerg
neuronok laza, pontos hatdrokkal nem rendelkez6 magvakat alkotnak, ahol a dendritek
atnyulnak a szomszédos magok teriiletére. A kozépagyban jellemzden két teriileten
csoportosulnak kolinerg neuronok, melyek koziil az egyik legfobb teriilet a PPN, a masik a
nucleus laterodorsalis tegmentalis (LDT). Human kézépagyban nagyon sok az atfedés a PPN
eliilsé része és a substantia nigra posterior része kozott; csakigy, mint a locus coeruleus, a
medialis PPN ¢és az LDT lateralis része k6zott. Funkcionalis atfedések van a PPN és a nucleus

cuneiformis glutamaterg neuronpopulacioi kozott (sajat, nem kozolt adatok).
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1. abra. A nucleus pedunculopontinus elhelyezkedése a Paxinos-atlasz (Paxinos és Franklin, 2013)
alapjan. A. Coronalis metszet. B. Parasagittalis metszet. PPN: nucleus pedunculopontinus, pirossal
jelolt teriilet; CnF: nucleus cuneiformis; LDT: nucleus laterodorsalis tegmentalis; SN: substantia nigra;

PB: nucleus parabrachialis; scp: pedunculus cerebellaris superior; Il: lemniscus lateralis.

3.1.2 A PPN sejttipusai

A PPN-t morfologiailag és funkciondlisan heterogén struktiranak tarthatjuk.
Kiilonbozo méretli szomaval és dendritfaval rendelkezé neuronok talalhatok benne, valamint
kiilonb6zé neurokémiai tulajdonsaggal rendelkezd neuronok alkotjak a sejtcsoportosuldst
(Martinez-Gonzalez és mtsai. 2009; Wang és Morales, 2009). A PPN-t bar kolinerg magként
ismerjiik (kb. 3000 kolinerg neuronja van), azonban nem-kolinerg (GABAerg, glutamaterg)

neuronokat is tartalmaz nagy szamban (Benarroch, 2013; Martinez-Gonzalez ¢s mtsai. 2012).



Ezen neuronok aranya a magon beliil valtozik a rostrocaudalis tengely mentén (Mena-Segovia
¢s mtsai. 2009; Wang és Morales, 2009). A rostralis teriileten kevesebb szami kolinerg neuron
talalhato, és a caudalis tertilet felé jelentésen ndé a szdmuk. Mig ezek a kolinerg neuronok a
PPN hatarat meghatarozzak, a GABAerg és glutamaterg neuronok kapcsolata a PPN hataraival
val6 kapcsolata nem egyértelmii. A rostralis PPN nagyszami GABAerg neuronja a substantia
nigra pars reticularisdban 1évé GABAerg neuronokkal és a nucleus tegmentalis rostromedialis
teriiletével alkotnak atfedé populaciot (Mena-Segovia és mtsai. 2009). A glutamaterg neuronok
stirin helyezkednek el a caudalis PPN-ben, €s a nucleus cuneiformissal hoznak Iétre egy

dinamikus atmenetet alkoté neuroncsoportot.

A kolinerg neuronok atméréje 20-30 um kozottiek, fajtol figgetleniil, de egyes szerzék
ett6l kisebb és nagyobb (15-80 um) atmérdji neuronokat is leirtak. Formajukat tekintve leirtak

kerek, ovalis, és haromszog alaku sejttesteket is (Reese és mtsai. 1995).

A PPN egyes neurontipusai kiilonbozé striiségben és aranyban helyezkednek el a
rostrocaudalis tengely mentén (2. abra, Martinez-Gonzalez és mtsai. 2011). A GABAerg
neuronok joval stiriibben helyezkednek el a PPN rostralis teriiletén, mint a kolinerg vagy a
glutamaterg neuronok. A PPN rostralis hataratol 1,2 - 1,5 mm-re caudalisan szamuk dramai
csokkenést mutat. A kolinerg neuronok rétegszertien helyezkednek el a substantia nigrahoz
kozeli teriileteken, majd a GABAerg neuronok szdmdnak csokkenésével parhuzamosan a
kolinerg sejtek szama megnd, és egymassal 6sszekeveredve helyezkednek el. Caudalis iranyba
tovabbhaladva a kolinerg neuronok szama nem mutat olyan drasztikus csokkenést, mint a
GABAerg neuronoké. A glutamaterg neuronok esetében a szamuk a caudalis PPN-ben

nagyobb, mint rostralisan (Wang és Morales 2009).
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2. abra. A Kkiilonb6z6 neurokémiai tulajdonsagokkal rendelkez6 PPN neuronok eloszlasa a

rostrocaudalis tengely mentén (Martinez-Gonzalez és mtsai. 2011 alapjan). SN: substantia nigra

A sejtek neurokémiai markerei alapjan a f0 neurontipusokon beliil kiilonb6z6

alcsoportokat lehet kimutatni (Fortin és Parent, 1999; Dun és mtsai. 1995).

A kiilonb6z6 neuron alpopulaciok vizsgalatahoz jo tampontot adhat az, hogy a
kiilonb6z6 funkcionalis tulajdonsagokkal rendelkez6 neuronok kiilonb6zé markerekkel birnak.
Példaul az agy kiilonboz6 teriiletein levé neuronok (mint a hippocampus, cortex, vagy basalis
ganglion neuronjai) tobbféle kalciumkotd fehérjét fejeznek ki. llyen kalciumkoté fehérjék -a
parvalbumin, calbindin vagy calretinin- a PPN-ben is jelen vannak (Dun és mtsai. 1995),
melyeket leginkabb a GABAerg és a glutamaterg neuronok expresszalnak, igy elsésorban azok
alpopulacidinak vizsgalatara szolgalnak. Parvalbumint minddssze néhany sejt fejez Ki,
calbindint és calretinint azonban joval tobben, s6t ezek megoszlasa a PPN rostrocaudalis
tengelye mentén torténik (2. abra). A kolinerg neuronok csak kevés szazaléka fejezi ki a
kalciumkot fehérjéket. Calretinint néhany kolinerg esetében mutattak ki, mig calbindint egy
esetben sem. Calbindint és calretinint kifejezé neuronok koziil GABAerg sejtek nagyobb
szamban a PPN rostralis teriiletén talalhatoak, mig a glutamaterg sejtek inkabb a PPN caudalis

terliletén (Martinez Gonzalez és mtsai. 2012, 2009). Ezek alapjan a kolinerg, GABAerg és
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glutamaterg idegsejteket 1Gj alcsoportokba lehet sorolni a kalciumkoté fehérjék expresszioja
alapjan, mely tovabbi funkcionalis Osszetettségre utal (Martinez-Gonzalez és mtsai. 2012).
Mas neuropeptidek, példdul galanin jelenléte szintén alapul szolgalhat alcsoportok
létrehozasahoz. A galanin expresszidja ezenkiviil a substantia nigra lézidja esetén a
rostrocaudalis tengely mentén valtoztatja eloszlasat (Elson és mtsai. 2018). Egy tovabbi, a
PPN-ben jelen levé neuropeptid, az urotenzin II is fontos markerként ismert; amellett, hogy a
kolinerg neuronokra kifejtett, a REM alvas modulacidjaban kifejtett szerepe is ismert (Huitron-

Resendiz és mtsai. 2005).

A PPN bemenetei szamos agyteriiletrél erednek. A mag bementet kap a gerincvel6bol,
a colliculus superiorbdl, a nucleus propositus hypoglossi-bdl, a nucleus entopeduncularisbol, a
nucleus subthalamicusbo6l, a substantia nigra pars reticularisabol és a cortexbdl (1. tablazat;

Reese és mtsai. 1995).

A PPN neuronok axonjainak lefutasa, kollateralisainak szama jelentdsen kiilonbozik a
kolinerg és nem-kolinerg neuronok esetén. A PPN kolinerg neuronjainak szoémajabol eredd
axonok atlagosan 5 kollateralist adnak, melynek tobbsége felszall6 palyat ad, és kovetik a
dorsalis és ventralis felszallo palyakat (Mena-Segovia és mtsai. 2008b). A felszallo ventralis
palya innervalja a kozépagyi basalis ganglionok teriiletét, a bazalis eléagy hypothalamicus
régiojaban folytatodik. A kolinerg axonok altal kialakitott szinapszisokat a substantia nigra
pars compacta teriiletén (Bolam és mtsai. 1991; Clarke és mtsai. 1987), az area tegmentalis
ventralis teriiletén (Oakman és mtsai. 1995) és a nucleus subthalamicus teriiletén (Bevan és
Bolam, 1995) azonositottak. Ezeken feliil kolinerg neuronok axonjait talaltak a substantia nigra
pars reticularisban (Saper és Loewy, 1982), a lateralis hypothalamusban, a ventralis
pallidumban (Woolf és Butcher, 1986), amygdalaban, és a mediolateralis septumban (Dautan
¢és mtsai. 2016a; 2016b). A felszallo dorsalis palya a colliculus inferiort és superiort, valamint
a thalamust idegzi be. Szinaptikus kapcsolatokat irtak le a colliculus superior, a nucleus
parafascicularis, nucleus thalamicus reticularis és anterior thalamus teriiletén. Retrograd és
anterograd tracer tanulmanyok azonositottak kapcsolatokat a colliculus inferiorral (Motts és
Schofield, 2009) ¢és az 6sszes f6bb motoros, szenzoros, asszociativ €s limbikus thalamikus

maggal (Paré és mtsai. 1988; Smith és mtsai. 1988, Steriade és mtsai. 1988).
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Egy vagy két kollateralisbol szarmazo leszalld axonalis palyakat is leirtak, melyek
innervalja a nucleus pontis oralist és caudalist (Mena-Segovia és mtsai. 2008b). A nucleus
gigantocellularisnak egy kevésbé kifejezett bemenet adnak, valamint egyes szerzok szerint a
gerincvel6t is innervaljak (Rye és mtsai. 1988; Spann és Grofova, 1989). A kolinerg neuronok
axonjai tehat nagy mértékben kollaterizaltak ¢és Kiterjedt kapcsolatokkal innervaljak a

kiilonboz6 kozépagyi, eldagyi és alsd agytorzsi strukturakat.

A PPN rostralis teriiletérél szarmazd kolinerg rostok els6sorban a lateralisan
elhelyezkedé motoros strukturakat innervaljak, mint a substantia nigra pars compacta vagy a
dorsolateralis striatum teriilete, a PPN caudalis teriiletének rostjai pedig a medialisan
elhelyezked6 limbikus struktarakat latjak el rostokkal, mint az area tegmentalis ventralis, és a
dorsomedialis striatum (Dautan és mtsai. 2014, 2016a; 2016b).

A PPN nem-kolinerg neuronjaiak kapcsolatairol kevesebbet tudunk. Az axonjaik
kevésbé komplexebbek, és kevésbé kiterjedtebbek (Mena-Segovia és mtsai. 2008b). A nem-
kolinerg neuronok atlagosan 2 axon kollateralissal rendelkeznek, amelynek palyai a kozépagyra
¢s a caudalis agytorzsi struktarakra korlatozodnak. Egyes esetekben a nem-kolinerg neuronok

szelektiv beidegzést biztositanak a basalis ganglion strukturajahoz (Ros és mtsai. 2010).

Glutamaterg projekciokat talaltak a PPN-bdl a substantia nigra pars compacta, az area
tegmentalis ventralis (Charara és mtsai. 1996), a nucleus subthalamicus (Bevan és Bolam,
1995), és a thalamus felé¢ (Barroso-Chinea és mtsai. 2011). A GABAerg neuronok a nucleus
subthalamicusba (Bevan és Bolam, 1995) és hypothalamusba projicialnak (Ford és mtsai.
1995). A bazalis ganglionok egyes strukturainak, a substantia nigra pars reticularisanak és a
globus pallidus pars interna beidegzése a rostralis PPN fel61 valosziniileg GABAerg neuronok
altal torténik (Jackson és Crossman, 1983; Lavoie és Parent, 1994), bar a GABAerg neuronok
posztszinaptikus céljai még nincsenek teljesen feltérképezve (1. tablazat). Mindharom tipust
neuron ad helyi axon Kollateralisokat is és szinaptikus kapcsolatokat, azonban a kolinerg
neuronok adnak a legtobbet. A PPN-en beliili kollateralisok jelenléte egy komplex helyi

szabalyozasra utalnak, melyen beliil a kolinerg neuronoké a legfontosabb.
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3.1.4.1. A PPN szerepe az alvds-ébrenlét szabdlyozdsdban
A retikularis aktivacios rendszert (RAS) az 1940-es években fedezték fel, mint az

¢brenlétet dontéen meghatarozo struktirdt. Kezdeti tanulményaiban Moruzzi és Magoun
bemutattak, hogy a formaci6 retikularis elektromos ingerlése valtozasokat indukal az EEG kérgi
aktivitdsmintazatban (Moruzzi és Maguon, 1949). A stimulaci6 alatt a magas amplitidoja lassa
oszcillacios  aktivitds alacsony amplitddoju  gyors oszcillacios — aktivitasba, EEG
deszinkronizdcioba ment at, ami az éberség €s a kortikalis aktivacio jellegzetes megjelenési
formaja. Ugy gondoltak, hogy a RAS aktivalasa sziikséges ahhoz, hogy ,.felébressze” az agyat,
mig inaktivalasa pedig alvast indukdl, illetve a RAS roncsoldsa komat idéz eld (Lindsey és
mtsai. 1949). A fentiek alapjan arra lehetett kovetkeztetni, hogy a RAS els6dleges szerepe az
¢brenléti allapotban lehet. Steriade és munkatarsai (1991) bemutattdk, hogy a RAS
stimulacidjabol szarmazo hatasok legalabb egy része kolinerg aktivacio kdvetkezménye €s a
thalamus altal medialt. A PPN (és vele egyiitt a masik mesopontin kolinerg struktura, a nucleus
laterodorsalis tegmentalis, LDT) szamos thalamicus strukturat innerval, az agykéregre €s az
¢brenlétre hatva ezen keresztiil (Smith és mtsai. 1988; Steriade és mtsai. 1988). A PPN és az
LDT neuronjai ébrenlét alatt ¢s a REM alvés ideje alatt magasabb frekvenciaval tiizelnek, mint
lasst hullamu alvés alatt (Steriade és mtsai. 1988), demonstralva, hogy RAS szerepet jatszik a

kortikalis aktiv allapot szabalyozasaban.

Bar a PPN kisérletes elektromos és farmakologiai stimulalasa széles korben hasznalatos
a corticalis aktivacid gyors ¢€s hatékony befolyasoldsara, a PPN sériilései nem okoztak
valtozasokat a teljes alvas-ébrenlét ciklusban (Deurveilher és Hennevin, 2001). Felmeriil ennek
alapjan a kérdés, hogy mekkora szerepiik van a kolinerg neuronoknak az ébrenlét kivaltdsaban

¢és fenntartasaban (Fuller és mtsai. 2011).
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1. tablazat. A PPN szinaptikus kapcsolatai.
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In vivo kisérleti elrendezésben a PPN kolinerg neuronok patkanyban alacsony
frekvenciaval tiizeltek (kb. 2 Hz) és aktivitasuk korrelalt a kortikalis aktivitas elektrofiziologiai
jeleivel. A neuronok rekonstrualasa utan kideriilt, hogy ezek a neuronok szamos thalamicus
projekcioval rendelkeznek (Mena-Segovia és mtsai. 2008b). Nem altatott patkanyokban a PPN
vagy az LDT kolinerg neuronjai magasabb tiizelési frekvenciaval tiizeltek ébrenlét és REM
alvas alatt, mint nem-REM alvés alatt. Atlagosan kb. 2 Hz volt a tiizelési frekvencia az aktiv
¢brenlét fazisaban és kb. 1 Hz a csendes ébrenlét szakaszban (Boucetta és mtsai. 2014). A
kolinerg neuronok aktivitasa nem folyamatos, hanem inkabb epizodikus jellegii (Boucetta és
mtsai. 2014; Mena-Segovia és mtsai. 2008a), igy nem valdszinii, miszerint a tonusos aktivitas
az ¢brenlét fenntartdsdhoz sziikséges, illetve azt, hogy a tonusos aktivacio gatlasa elalvashoz
vezet. A kolinerg neuronok tiizelési frekvenciaja gyorsan és erbteljesen ndovekszik kortikalis
aktivaciot kivaltd szenzoros stimulacid hatdsdra, azaz kiillonb6zd agyi aktivitastipusok kozti
atmenetek alatt (Petzold és mtsai. 2015). A stimulaciora a kolinerg neuronok hamarabb adnak
valaszt, mint ahogy ez EEG-n lathato lenne, tehat a kolinerg neuronok aktivacidja megel6zi a
kortikalis aktivitast. A kolinerg neuronok tiizelési frekvencidjanak emelkedése csak dtmeneti:
az aktivitas fazisos csucsat kovetden a tiizelési frekvencia visszatér az alap frekvenciara, annak
ellenére, hogy a cortex aktivalt allapotban maradt (Petzold és mtsai. 2015). A kolinerg
neuronok aktivacidojanak atmeneti voltat az is mutatja, hogy a kolinerg neuronok magasabb
tiizelési frekvencia adaptacios indexszel rendelkeznek (Bordas és mtsai. 2015; Petzold és mtsai.
2015). Ezt a folyamatot feltehetéen az M-aram kozvetiti, ami kontrollalja a neuronok
ingerelhetdségét €s meggatolja a neuron nagy frekvencian torténé elhuzodo tiizelését. A magas
tiizelési frekvenciat asztrocitafliggd és endokannabinoid medialt folyamatok is képesek kontroll

alatt tartani (Kovacs és mtsai. 2017).

A Kkolinerg neuronok REM alvas alatt is aktivak, és egy csoportjuk kifejezetten ezen
agyi allapot alatt aktivalodik. A REM alvés alatt a kolinerg neuronok tiizelési frekvenciaja
magasabb, mint éberen (3 Hz) és allando marad a REM alvasi epiz6dok alatt (Boucetta és mtsai.
2014). A PPN vagy LDT kolinerg neuronjainak optogenetikai aktivacidja REM alvast valtott
ki az éppen alvd patkanyok esetében, bar a kolinerg neuronok aktivacidja nem tlinik
sziikségesnek ahhoz, hogy REM alvas alakuljon ki (Grace és mtsai. 2014). A PPN és LDT
kolinerg bemenetet biztosit a nucleus subcoeruleusba, mely a REM alvas egyik
legjellegzetesebb jelének, az izomtonus gatlasanak szabalyozasat végzi (Vanni-Mercier és
mtsai. 1989). A nem-kolinerg, azaz glutamaterg és GABAerg neuronok magasabb

frekvenciaval tilizeltek az ébrenlét és REM alvas fazisai alatt (Boucetta és mtsai. 2014), és a
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kortikalis lassu oszcillaciok megjelenésével ugyancsak osszefliggést mutattak (Mena-Segovia
¢s mtsai. 2008b; Ros és mtsai. 2010). A kolinerg neuronokkal ellentétben, a glutamaterg
neuronok egyes alpopuldciéi magas frekvenciaval tiizelnek az ébrenlét vagy a REM alvas alatt
(Boucetta és mtsai. 2014; Cox és mtsai. 2016). A PPN glutamaterg neuronjainak kemogenetikai

aktivacioja az ébrenlét elhuzodasat valtja ki (Kroeger és mtsai. 2017).

A fentiek alapjan valdszinlinek latszik, hogy a PPN kolinerg és nem-kolinerg
neuronjainak fiziologiai paraméterei €s kapcsolatai szerepet jatszhatnak a kérgi aktivaciohoz €s

az ébrenléti allapotokhoz.

3.1.4.2. A PPN szerepe a szenzoros kapuzdsban
A szenzoros kapuzast egy jol ismert és egyszerlien mérhetd jelenséggel, a startle

reflexszel és annak az un. prepulzus gatlasaval vizsgalhatjuk. A startle reflex egy hirtelen és
erds, potencialisan artalmas reflexre adott gyors, motoros valasz (Koch, 1999). A kivalté
szenzoros stimulus alapjan lehet akusztikus, taktilis vagy vesztibularis (foemlésokben vizualis
¢és halakban olfaktorius startle is 1étezik; Koch, 1999). A prepulzus gatlas a startle reflex
amplitadojat csokkentd hatds, amit egy, a startle stimulust kozvetleniil megel6z6, kisebb
intenzitasu stimulus valt ki (Koch, 1999; Yeomans és mtsai. 2006). Mind a startle reflex, mind
a prepulzus gatlas jelentdségét az adja, hogy neurologiai, neuropszichiatriai betegségekben
valtozasokat mutatnak (pl. a startle reflex amplitidoja jelentdsen csdkken progressziv
szupranuklearis parézisben, a prepulzus gatlas csokkenése pedig a skizofrénia egyik fontos
endofenotipusa; Yeomans és mtsai. 2006). A PPN nem szelektiv 1éziojat vagy elektromos
ingerlését végzo tanulmanyok arra a konkliziodra jutottak, hogy a mag a startle reflexben nem
jatszik kozvetlen szerepet, viszont modulalja annak prepulzus gatlasat (Koch és mtsai. 1993).
Egy 0jabb, a kolinerg neuronokat szelektiven aktivalni képes optogenetikat hasznald tanulmany
azonban azt mutatta ki, hogy a PPN kolinerg neuronok aktivacidja a prepulzus gatlast nem
befolyasolja, de a startle amplitadojat noveli (Azzopardi és mtsai. 2018). A prepulzus gatlasra

kifejtett hatasért feltehetden a nem-kolinerg neuronok aktivacidja felelds.

3.1.4.3. A PPN funkciondlis kapcsolata a motoros rendszerrel és a mozgdsban betoltétt szerepe
Ismert, hogy a PPN a mesencephalikus locomotor régio része. Az 1960-as években Shik

¢s munkatarsai (1966) bemutattadk, hogy a pontomesencephalicus formatio reticularis

stimuldldsa kiillonb6z6 mozgdsmintdzatokat alakitott ki. Decerebralt macskak Iépegetd
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mozgast végeznek a hidi formatio reticularis stimulalasa kovetkeztében (Mori és mtsai. 1987),
rampa alaku elektromos stimulacié pedig mozgast valtott ki decerebralt patkanyok esetében

(Skinner és mtsai. 1990).

Az als6 agytorzsi motoros rendszerrel kapcsolatban levd, a PPN-bdl eredd leszalld
palyak kolinerg és feltehetden glutamaterg rostokat is tartalmaznak. A PPN leszallo palyai
innervaljak az agytorzsi nucleus pontis oralist és caudalist (Mena-Segovia és mtsai. 2008b), a
nucleus gigantocellularis reticulospinalis neuronjait (Martinez-Gonzalez és mtsai. 2014), és a

gerincvel6t (Spann és Grofova, 1989).

A kolinerg neuronok leszallo kollateralisai olyan neuronokbodl szarmaznak, melyeknek
felszallo projekcioi is vannak. Ugyanazon kolinerg neuronok, amelyek a thalamust innervaljak,
bemenetet biztositanak a hid strukturai (mint pl. a nucleus pontis oralis) felé is (Mena-Segovia
¢és mtsai. 2008b).

A GABAerg és glutamaterg neuronok kevés leszallo palyat képeznek, melyek koziil
egyesek leszallo axonjai csak az alsé agytorzs motoros kdzpontja felé projicialnak (Ros és
mtsai. 2010). Elektrofiziologiai kisérletek feltételezik, hogy a kolinerg és glutamaterg
neuronok aktivitasa ellentétes mozgdsmintazatot hoz létre. A PPN stimulaldsa az izomtonus
atropinérzékeny csokkenését okozta, a nucleus oralis pontisban IPSP-K Iétrejottét és a
motoneuronok gatlasat, mely feltételezi a motoros gatlas muszkarinos kolinerg gatlasat
(Takakusaki és mtsai. 2016). A nagyszamu glutamaterg neuront tartalmazd dorsalis PPN
stimulalasa hatasara a nucleus pontis oralisban harom komponensii mezépotencial keletkezett:
gyors serkentd posztszinaptikus potencial (EPSP), melyet egy gyors és egy  késoi,
atropinérzékeny IPSP kovetett. Ez ellentétes a kolinerg neuronok nélkiili nucleus cuneiformis
stimulalasa soran kapott eredményekkel: a nucleus cuneiformis stimulalasa a nucleus pontis
oralisban csak EPSP létrejottét valtotta ki, a motoneuronok aktivacidja ndvekedett, az
izomtonus fokozodott. A PPN kolinerg neuronjai a mozgast gatoljak, és csokkentik az
izomtonust, mig a glutamaterg neuronok a mozgast serkentik, valamint névelik az izomtonust

(Mena-Segovia és Bolam, 2017).
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Az emlésok agyanak kolinerg rendszere szdmos f6 sejtcsoportosulast és utvonalat
tartalmaz. Ezek magukba foglaljak a kolinerg motoneuronok széles skalajat a gerincvel és az
agytorzs teriiletén, a mezopontin régidban 1évé kolinerg neuroncsoportokat, egy kisebb
csoportot a medialis habenulaban, a bazalis eléagyban, a striatumban, bulbus olfactoriusban, és
a Cajella complex szigeteiben. (3. abra; Woolf és Butcher, 2011). Az agytorzsi és eldagyi
kolinerg strukturakat 6 csoportba osztottak, Ch1-Cho6 jeloléssel (Mesulam és mtsai.1984).

A PPN-t61 caudalisan elhelyezkedd, kolinerg neuronokban gazdag struktara a nucleus
laterodorsalis tegmentalis (LDT). Az LDT a PPN-nel egyiitt egymasban folytatodnak; a
kolinerg neuronok populacidja a substantia nigra caudalis végétél kezdddik, caudalis iranyba
terjedve atnyulik a pedunculus cerebellaris superioron, €s a nucleus laterodorsalis tegmentalis
caudalis végénél végzoédik, ami a periaqueductalis sziirkeallomany lateralis része és a IV.
agykamra kozott fekszik. A nucleus laterodorsalis tegmentalis elsésorban a limbikus
teriileteket idegzik be. A magcsoport kapcsolatai kozott leirtak a thalamus (Cornwall és mtsai.
1990), nucleus accumbens (Dautan és mtsai. 2014), area tegmentalis ventralis (Oakman és
mtsai. 1995), hypothalamus (Cornwall és mtsai. 1990), ventral pallidum, globus pallidus

externalis, amygdala, colliculus inferior, dorsalis raphe teriileteit (Dautan és mtsai. 2016b).

A kozépagyi kolinerg magvakon kiviil mas kolinerg strukturdkat is ismeriink. Az
agykéreg, az amygdala komplex, a hippocampalis formacio, a bulbus olfactorius és a thalamus

egyes magjai kolinerg beidegz6déseit elsdsorban a bazalis eléagy és a kozépagybol kapja.
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3. abra. Bazalis el6agyi és agytorzsi kolinerg magcsoportok. Lila szin: bazalis eléagyi kolinerg
magcsoportok (ms: nucleus septalis medialis; vdb: nucleus striae diagonalis verticalis; hdb: nucleus
striae diagonalis horizontalis; si: substantia innominata). Zold szin: a kozépagyi kolinerg struktarak (ppt:
nucleus pedunculopontinus; Idt: nucleus laterodorsalis tegmentalis; cranial nerve n.: V. VII. es a XII.

agyideg motoros magvai, nucleus spinalis n. V. (Woolf és Butcher, 2011).

3.1.6. A PPN neuronok funkcionalis csoportositdsa

3.1.6.1. Cellularis szint(i csoportositds
A PPN neuronok membrantulajdonsagai alapjan a klasszikus leirasok harom féle tipust

tartanak szamon. Ezen régi eredeti csoportositasok esetében a kolinerg neuronok azonositasa
nem transzgén technikakkal, hanem a NADPH diaphoraz, a neuronalis nitrogén-monoxid
szintetaz (bNOS) ¢és a kolin acetiltranszferaz immunhisztokémiai azonositasat hasznaltak a
neuronok kolinerg természetének alatamasztasahoz (Takasusaki ¢és mtsai. 1996; Saitoh és
mtsai. 2003). Késbbbi tanulmanyok is megerdsitették, hogy a bNOS a kolinerg neuronok

szelektiv markere (Veleanu és mtsai. 2016).

A membransajatsagok alapjan torténd csoportositas a korai tanulméanyok alapjan sok
atfedést tartalmaz, de jelentds kiilonbségek is megfigyelhetéek. A csoportositdsok alapjat az

alacsony kalciumtiiskék és az A-aram jelenléte vagy hianya adték.

Az alacsony kiiszobii kalcium tiiskék Iétrejottéért alacsony kiiszobii, gyorsan aktivalddo,
gyorsan inaktivalédd kalciumdramok feleldsek, jellegzetesen a T tipusi kalciumdram. A
hiperpolarizaci6é elmozditja a T tipusu kalcium &ram inaktivaciojat, ezaltal kisebb depolarizalo
impulzusok ki tudjadk valtani ennek az aramnak az aktivaciojat. Ha az LTS elég nagy
amplitadoji, akkor rovid iddtartamu, de nagy frekvencidju akcids potencidl sorozatok

alakulnak ki hatasara (burst tiizelés) (Shepherd, 2004).
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Az A-dram egy tranziens, fesziiltségkapuzott kdliumaram, melyrdl azt tudjuk, hogy az akcios
potencial késését okozza a depolarizald stimulus kezdetéhez képest (Coetzee és mtsai. 1999;
Kanold és Manis, 1999; Unal és mtsai. 2012). Az A-aramért felelés csatorna a Kvl.4, Kv3.4,
Kv4.2 és Kv4.3 alegyégekbol épiil fel. Az A-aram legkonnyebben egy olyan depolarizald
impulzussal mérhetd, melyet megeléz egy hiperpolarizaci6, ami elmozditja az aram
inaktivaciojat (Coetzee és mtsai. 1999; Birnbaum és mtsai. 2004). Ha az A-arammal rendelkez6
neuronokat hiperpolarizaljuk, a stimulus kezdetéhez képest az akcios potenciadl megjelenése
késni fog. Az irodalmi adatok alapjadn az A-dram késéi ideje 50 és 500 ms kozott valtozik (Miller

¢s mtsai. 2008; Unal és mtsai. 2012).

Az eredeti csoportositasok ezekben a membrantulajdondgokban lattak kiilonbséget, és a

mai napig ezek haszndlatosak az in vitro csoportositashoz.

1. Kang és Kitai 1990-ben megjelent tanulmanyuk szerint az I-es tipust neuron alacsony
kiiszobt kalciumtiiskékkel (“low threshold spike”, LTS), a Il. tipusi neuron A- arammal
(tranziens kifelé iranyul6 aram) és alacsony kiiszobt kalciumtiiskékkel is rendelkezik. Létezik
egy harmadik csoport, amelyek sem A-arammal, sem alacsony kiiszobii kalcium tiiskékkel nem
rendelkeznek. Ezek a csoportok nem azonosak egy neurokémiai tulajdonsaggal rendelkez6
sejtcsoporttal sem, ugyanis az |. és I11. csoportba tartozé neuronok kdzott nem talaltak kolinerg

(ChAT pozitiv) neuronokat, mig a II. csoport 50%-a bizonyult kolinergnek.

2. Leonard ¢és Llinas 1988-as tanulmanya szerint szintén harom csoport Iétezik az
elektrofizioldgiai tulajdonsagokat alapul véve. A szerz6paros altali csoportositasban az els6
neuroncsoport nem volt képes Onalloan spontanul tiizelni, hosszi akcidspotencial-sorozatra
azonban depolarizald6 aramimpulzusok hatasara képes volt. Ezeken a neuronokon eldzetes
hiperpolarizaciot koveté depolarizacidé TTX-rezisztens kalciumkonduktanciat aktivalt, ami
alacsony kiiszobii kalciumtiiskéket és burst tiizelési mintazatot hozott 1étre. Ehhez hasonlo
alacsony kiiszobli kalcium tiiskékkel rendelkez6 neuronokat mas teriileten is leirtak, pl a
nucleus laterodorsalisban (Wilcox és mtsai. 1987). A masodik csoportba olyan neuronokat
soroltak, melyek rendelkeztek A-arammal is, ami megakadalyozza, hogy visszacsapo vagy un.
rebound” tiizelés alakuljon ki. Végiil azok a neuronok, melyek rendelkeznek A-arammal, de
jellemz6 rajuk az alacsony kiiszobii kalcium tiiske is, a harmadik csoportba tartoztak. Az I.
csoportba tartozo neuronok 3%-a volt kolinerg, a Il. csoport 75%-a, mig a I11. csoport neuronjai

kozott pedig 22% volt kolinerg tipusu.
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3. Takakusaki és munkatarsai (1996) két csoportba sorolta a PPN neuronjait azok elektromos
membrantulajdonsagaikat alapul véve. Az elsd csoportba tartozd neuronok rendelkeztek
alacsony kiiszobt kalciumtiiskékkel. A masodik csoport neuronjai rendelkeztek A-arammal,
illetve ezen beliil egy tovabbi alcsoportot kiilonboztetett meg, melyek az A-aram mellett
alacsony kiiszobli kalciumtiiskékkel is birtak. Az | csoport sejtjeinek 0%-a bizonyult ChAT
pozitivnak, mig a II csoport neuronjai kozott 54,4% ban fordultak eld kolinerg neuronok.
Vizsgalataik szerint az I csoport neuronjai a PPN-ben szétszortan, mig a II csoport sejtjei inkabb

a PPN rostralis teriiletén és a koz€psd harmadaban helyezkedtek el. (Takakusaki és mtsai. 1996)

4. Ye és munkatarsai (2010) szintén létrehoztak egy csoportositast, mely hasonléan a fent
megnevezett paramétereken alapult. Az I. tipusba LTS-el rendelkezd neuronokat soroltak, mig
a 1. tipusba az A-arammal rendelkezOket csoportositottak. A I11l. csoport tagjai mindkét, a IV.

csoport tagjai egyik tulajdonsadggal sem rendelkeztek (2. tdblazat).
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Kolinerg Kolinerg Kolinerg
I tipus | sejtek Il tipus | II/2 tipus | sejtek III tipus | sejtek IIK tipus | IV tipus
ardnya ardnya ardnya
0] A-
Kang és A-aram
LTS 0% - 50% aram, 0% - -
Kitai, 1990 LTS
O LTS
Leonard és
_ A-aram és
Llinas, LTS 3% A-aram - 75% 22% - -
LTS
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Takakusaki
A-aram ¢és
mtsai. | LTS 0% A-aram 54,4% |- - - -
LTS
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Ye és mtsai. A-aram és
LTS - A-aram - - - - dram O
2010 LTS
LTS
Baksa és A-éram és @ A-aram
] LTS A aram - -
mtsai. 2019 LTS O LTS

2. tablazat. A PPN neuronok membransajatsagok szerinti csoportositasa. (LTS = "low threshold

spike", alacsony kiiszdbii kalciumtiiske).

A PPN kolinerg neuronok egy funkcionalis markere az un. M-dram. A kolinerg
neuronokon ez az aram mérhetd, mig a nem-kolinerg tipusti neuronokon nem lathatok (Bordas
¢s mtsai. 2015). Az M-aram egy alacsony kiiszobi, lassan aktivalodo, nem inaktivalodo
fesziiltségfliggd kaliumaram. Ez az dram képes szabalyozni egyes periférids vagy kozponti
idegrendszeri neuronok ingerelhetdségét (Brown, 1988; Marrion, 1997). A neve onnan ered,
hogy a muszkarinos acetilkolin receptor (M1, M3z, M5) aktivacio képes gatolni az aramot. Ezen
feliil mas, G protein kapcsolt receptorok is képesek az aramot gatolni: 2-es tipusu bradikinin,
hisztamin, 1-es tipust angiotenzin, szerotonin (SHTC2) receptorok, (Brown, 1988), metabotrop
glutamat receptorok (Charpak és mtsai.1990), purinerg (P2Y), P anyag, endokannabinoid
(GPR55) vagy opioid receptorok (Moore és mtsai. 1994). Ezen feliil a béta-adrenerg receptorok
ellentétesen képesek befolyasolni a csatornat, eldsegitve annak nyilasat (Sims és mtsai. 1990).
Az M aram képes szabalyozni a neurondlis ingerlékenységet, befolydsolja az akcids potencialok

kozepes €s lassi utohiperpolarizacios szakaszat, meghatarozza a depolarizal6 impulzusok
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crer

beallitja a nyugalmi membréanpotencialt, és a szinaptikus vezikula felszabadulast. Az M aram
hozz4ajarul a neurondlis membranpotencidl oszcillacidoihoz. Az M dramért feleld csatorna a
KCNQ vagy mas néven Kv7 kaliumcsatorna-csalad alegységeibol all (Wang és mtsai. 1998,
Selyanko és mtsai. 2002).

A PPN neuronok egyéb, a fenti csoportositdsban nem hasznalt elektrofiziologiai
tulajdonsagai kozott a magas kiiszobli membranpotencial-oszcillaciokat ("high threshold
oscillation”, HTO) fontos megemliteni. A jelenség els6 leirasa Takakusaki és mtsai. (1996)
nevéhez flizodik, de azdta tobb szerz6 is megerdsitette a létezésiiket (Kezunovic és mtsai. 2011;
Bordas és mtsai. 2015). -20 mV koriili aktivacios kiiszobbel rendelkezik, a jelenséget P/Q és
N-tipusu kalciumaramok, valamint egyes kaliumaramok aktivacidja alakitja ki. A jelenséggel
foglalkoz6 tanulmanyok k6zott fontos kiilonbség, hogy mig Garcia-Rill munkacsoportja szerint
minden PPN neuron sajatsaga (Kezunovic és mtsai. 2011), addig a mi munkacsoportunk

kizarolag kolinerg neuronokon mutatta ki 1étezését (Bordas és mtsai. 2015).

3.1.6.2. In vivo elektrofizioldgiai csoportositads
A PPN kolinerg (€s nem-kolinerg) neuronjainak egy masik csoportositasi lehetésége az

in vivo tiizelési sajatsagoknak és azoknak a corticalis aktivitassal mutatott kapcsolatara alapuld

csoportositas.

Altatott patkdnyon a kolinerg neuronok két csoportjat figyelték meg. A kortikalis lasst
hullamu aktivitas aktiv szakaszai alatt ¢s a gamma aktivitas alatt tiizel a kolinerg neuronok
zome. Ezen neuronok zomének a tiizelési frekvencidja alacsony (0,9 Hz). Egy tovabbi kisebb
alpopulacidjuk magas akciospotencial-tiizelési frekvenciat mutatnak (31 Hz) a lasst hullamu
aktivitds passziv szakaszainak masodik felében tiizelnek és a gamma oszcillacioktol nem fiigg

a tiizelési aktivitasuk (Mena-Segovia és mtsai. 2008b).
A nem-kolinerg neuronok kdzott haromféle alpopulacio kiilonboztetheté meg:

a.) ,,csendes” neuronok, melyek csaknem teljesen csendesek a lasst hullam aktivitas
alatt (SWA), de frekvencianovekedéssel reagalnak a neocorticalis aktivaciora.

b.) ,tonusosan tiizel6” neuronok, melyeknek allando tiizelési frekvenciajuk van, ami
fiiggetlen a neocorticalis szinkronizacié tipusatol, mértékétol.

C.) nSzabdlytalanul tiizel6” neuronok, melyek a neocorticalis aktivacio alatt novelték

vagy csokkentették a tiizelési frekvenciajukat (Ros és mtsai. 2010).
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A PPN neuronokat az ébrenléttel, a REM- és non-REM alvéassal vald kapcsolataik alapjan is
szokas csoportositani. Ennek alapjan elkiilonithetiink az ébrenlét és REM alvas alatt, csak REM

alvas alatt és csak ébrenlét alatt aktiv neuronokat (Boucetta és mtsai. 2014).

a.) Az ébrenlét és REM alvds alatt aktiv neuronok maximalis tiizelési frekvenciajukat az
¢brenlét és a REM alvés alatt mutattdk, mig a lassu hullamt alvas alatt jelentésen
alacsonyabb frekvenciaval tiizeltek. Ebben a csoportban a neuronok 21%-a volt kolinerg
(vezikularis acetilkolin transzporter pozitivitas alapjan, VAChT™), 17%-uk volt GABAerg
neuron (glutamat dekarboxilaz pozitivitds alapjan, GAD™), a maradék 62% glutamaterg
neuronnak bizonyult (VaChT- /GAD VGIuT2*). Fontos megjegyezni, hogy a kolinerg
neuronok mind ebben a csoportban voltak és 14,5 Hz alatti tlizelési frekvenciat mutattak.
A kolinerg neuronok alacsonyabb frekvenciaval tiizeltek az ébrenlét alatt, fokozatosan
lassultak a csendes ébrenlét és a feliiletes lassti hullamu alvas alatt. A lassu hullamu alvas
alatt nem mutattak akcids potencial tiizelést. A REM alvés kezdetén fokoztdk a tiizelési
frekvenciat, majd a REM alvas alatt maximalis tiizelési frekvenciat mutattak. A GABAerg
neuronok magasabb frekvenciaval (nagyrészt 14,5 Hz felett) tiizeltek az ébrenlét alatt és a
REM alvas alatt, mint a lassi hullamu alvas alatt. A glutamaterg neuronok ugyancsak
szignifikdnsan nagyobb frekvencidval tiizeltek az ébrenlét és REM alvas alatt, mint a lassu
hulldmu alvas alatt. Atlagosan ezek a neuronok tiizelési frekvencidja az ébredés alatt
alacsony volt, majd csokkent a csendes ¢ébrenlét alatt és a feliiletes lassa hullamu alvés alatt.
Ezutén a neuronok tiizelési frekvenciaja novekedett a kezdeti REM alvés szakaszaban, majd

elérték a maximalis tiizelési frekvenciat a REM szakaszban.

b.) REM alvds alatt aktiv neuronok. 75%-uk glutamaterg és 25%-uk GABAerg volt,

kolinerg neuron nem volt koztiik.

c.) Ebrenlét alatt aktiv neuronok. Ezen, kizarolag glutamaterg neuronokat tartalmazo
csoport az ¢ébrenlét alatt mutatta a maximalis tiizelési frekvencidt, mig REM alvés alatt a

legalacsonyabbat.

Fontos megjegyezni, hogy Boucetta és mtsai. (2014) nemcsak a PPN, hanem a nucleus

laterodorsalis tegmentalis és nucleus sublaterodorsalis neuronjait is belevette vizsgalatdba.
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A kozponti idegrendszer tobbfajta nem ingerlékeny sejtet is tartalmaz, melyeket
neuroglianak neveziink. A gliasejtek koziil megkiilonboztetiink makro- és mikrogliat. A
makroglia kozé tartoznak az asztrocitak, oligodendrocitak, Schwann-sejtek, valamint az
ependyma- ¢és radialis gliasejtek. Specialis tipust gliasejteket is talalhatunk a kozponti
idegrendszerben, a hypophysis hatsolebenyében taldlhat6 pituicitdk, a kisagy Fananas-féle
tollassejtjei, a kisagykéreg asztocita jellegli Bergmann-féle gliasejtjei, a retina Miiller-féle
sejtsei illetve az agykamrak koriili ependymaszervek sejtjei. A gliasejtek néhany alapvetd
funkcidihoz hozzatartozik a tamasztd funkcid, a sejt kozotti tér osszetételének meghatarozasa,
az idegsejtek anyagcseréje; azonban ezektdl aktivabb szerepek is jutnak nekik, melyet Cajal
fedezett fel elséként (1d. alabb; Cajal, 1913; Garcia-Marin és mtsai. 2007). Az asztrocitakon

beliil elkiilonithetiink protoplazmas és fibrozus asztrocitakat (Kandel, 2013).

Az asztrocitdk szdmos funkcidval birnak a kozponti idegrendszerben. Az asztrocitak
részt vesznek a szinapszisok alkotasaban. A pre- és postszinaptikus neuronok mellett az
asztrocitak, mint harmadik résztvevOk ugynevezett haromrészes (,.tripartite”) Szinapszist
alkotnak (Araque és mtsai. 1999). Kiilonb6z6é anyagok (pl. glutamat, adenozin, D-szerin)
szabadulhatnak fel az asztrocitakbol, amelyeket gliotranszmitternek neveziink. Ok maguk is
felveszik a neuronok altal felszabaditott neurotranszmittereket, és igy képesek szabalyozni a
szinaptikus neurotranszmisszioét (Volterra ¢és Meldolesi, 2005; Pankratov és mtsai. 2006;
Tzingounis ¢s Wadiche, 2007). Az asztrocitak szinapszisokhoz kozeli nyulvanyain szamos
nagy affinitasi neurotranszmitter receptort is azonositottak. Ezek metabotrop glutamat
receptorok, GABAg receptorok, CB1 receptorok, illetve muszkarinos acetilkolin receptorok
(Rusakov es Kullmann, 1998; Araque es mtsai. 2002; Panatier es mtsai. 2011).

Az asztrocitak milkodése a neuronok homeosztazisahoz nékiilozhetetlen, az
extracellularis folyadéktér mennyiségét és mindségét szabalyozzak, fontosak a kéaliumion
koncentracid szabalyozdsdban, és néhdny neurotranszmitter, koztiik az egyik legfontosabb a
glutamat felvételében ¢és eliminalasaban. Szamos komplex funkcidjuk is van a kdzponti
idegrendszerben, beleértve az extracellularis kornyezet fenntartasat az idegrendszer optimalis
milkodése érdekében, a szinaptikus plaszticitas szabalyozasat, valamint hozzajarulasukat
kiilonboz6 neuromodulacioés hatasokhoz. Szerepiik van tovabba az alvasi homeosztazisban,
neuronalis halozatok szinkronizalasaban, kortikalis oszcillacios aktivitasban,
kemoszenzitivitasban, illetve az agyi metabolizmusban (I1d. Pal, 2015). Az élettani
folyamatokon feliil az asztrocitak szamos korkép pathogenezisében is szerephez jutnak, példaul

neurodegenerativ megbetegedésekben, stroke-ban, epilepsziaban, Alzheimer-, Huntington- és
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Parkinson-korban, amyotrophias lateralsclerosis-ban, frontotemporalis demenciaban,
szorongasos vagy elsddleges cerebellaris atrofidban (Tian és mtsai. 2005; Orr és mtsai. 2015;

Sica, 2015; Zimmer és mtsai. 2015).

Az asztrocitdk nem ingerlékeny sejtek, igy nem képesek akcidspotencial-tiizelésre.
Képesek azonban az intracellularis kalcium koncentraciojukat megvaltoztatni és kalcium
hullamokat generalni (Verkhratsky és mtsai. 2012). Ezzel 6sszefliggésben, nem teljesen értett,
Osszetett folyamatokon keresztiil gliotranszmitter felszabaduléas torténik. A leginkdbb ismert
gliotranszmitterek a kovetkezOk: glutamat, adenozin trifoszfat (ATP), adenozin, gamma-
amino-vajsav (GABA), D-szerin, taurin. Az asztrocitak ezen kiviil interleukin-1-et (1l-1),
tumor nekrozis faktor alfat (TNFa), neurotrophinokat és prosztaglandinokat szabaditanak fel
(Frank, 2013). A gliotranszmitterek szamos moddon szabadulhatnak fel, pl kalcium-fiiggd
exocytozissal (Parpura és mtsai. 1994; Bezzi és mtsai. 2004; Martineau és mtsai. 2013),
csatornakon és transzportereken (pl.  cisztin-glutamat transzportereken keresztiil,
connexon/pannexon hemicsatornakon) keresztiil, ionotrop purinerg receptorokon keresztiil,
reverz mikodésti glutamat és GABA transzportereken keresztiil, volumen regulalt anion
csatornakon vagy szerves anion transzportereken keresztiil is. Az asztrocitak aktivitasanak
kovetkezményeiként a neuronon komplex jelatviteli folyamatok aktivalodhatnak ¢€s
elektrofiziologiai jelenségek is eléfordulhatnak. A neurondlis excitabilitas az asztrocita-
aktivacio hatasara csokkenhet (hiperpolarizacio és tonusos kifelé iranyulé aramok vagy fazisos
lassu kifelé iranyul6 aramok generalodhatnak; Id. Pal, 2015). A neurondlis excitabilitast fokozo
elektrofiziologiai jelenségeket (fazisos lassu befelé iranyuld aram, "slow inward current", SIC)

¢€s tonusos depolarizacié (vagy inward aram) a késdbbiekben részletezziik.
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3.2.1.1. A lassu inward dramok (SIC-ek)
A lassu befelé iranyuld aramok (tovabbiakban SIC-ek) fazisos extraszinaptikus

excitatorikus események, melyeket jellegzetes kinetikai sajatsagai miatt jol el tudunk kiiloniteni

az excitatorikus postszinaptikus aramoktol (EPSC; 4 abra).

10s
0.5s —r

4. abra. Az EPSC-k, SIC-ek és tonusos aramok sémas rajza. A. A bal oldalon a EPSC, jobb

i T BTlZOpA

oldalon a SIC sematikus rajza lathat6. B. A bal oldalon szintén EPSC, a jobb oldalon téonusos inward és

outward aramok figyelhetéek meg.

Az elkiilonitést részben az amplitudo, de foleg a felszalld és leszallo szarak kinetikai
kiilonbozéségei adjak. A SIC-ek amplitiddja 18-477 pA kozotti. A felszalld szar idGtartama
("rise time™) lasst (13-332 ms), és a leszalld szar egy exponencialist tartalmazo fliggvénnyel
torténd illesztésével kapott idéallandoja ("decay tau™) 72-1630 ms. A leszalld szarat egy egy
exponencialis tagot tartalmazd fiiggvénnyel lehet megilleszteni. Ezzel szemben az EPSC
amplitadoja 19-40 pA, a "rise time" szignifikansan rovidebb (1-6 ms) és a leszalld szarat két
exponencialis tagot tartalmazo fliggvénnyel lehet megilleszteni (Fellin és mtsai. 2004;
Shigetomi és mtai. 2008; Bardoni és mtsai. 2010; Reyes-Haro és mtsai. 2010). A SIC-ek olyan
extraszinaptikus NMDA receptorok aktivacidojanak kovetkezményei, melyen GIluN2B
alegységet tartalmaznak. Altalanos (D-AP5), vagy GIuN2B alegység specifikus NMDA
receptor antagonistikkal (ifenprodil) az 4ram gitolhats. A SIC eket Mg*-mentes
extracellularis folyadékban 1évé preparatumban konnyebben lehet kivaltani, mert az NMDA
receptorok magnézium blokadja megsziinik ebben az oldatban. A D-szerin, az NMDA receptor
ko-aktivatora, szintén hozzajarul SIC-ek megjelenéséhez (Angulo és mtsai. 2004; Fellin és
mtsai. 2004; Kozlov és mtsa. 2006; Reyes-Haro és mtsai. 2010). SIC-eket a kdzponti
idegrendszer szamos helyén megtalalhatunk, mint a hippocampus (Angulo és mtsai. 2004,
Fellin és mtsai. 2004; Perea és Araque, 2005; Carmignoto és Fellin, 2006), latokéreg (Perea és

mtsai. 2014), bulbus olfactorius (Kozlov és mtsai. 2006), nucleus accumbens (D’Ascenso és
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mtsai. 2007), thalamus (Parri és mtsai. 2001), nucleus medialis corporis trapezoidei (Reyes-
Haro és mtsai. 2010), vagy a gerincveld hatso szarva (Bardoni és mtsai. 2010; Nie és mtsai.
2010).

A SIC-ek asztrocitak aktivacidjanak kovetkezményei. Az asztrocitak stimulalasa a
szomszédos neuronon SIC-eket valt ki, mig a gatlasuk megakadalyozza a SIC ek kialakulasat.
Amikor az asztrocita intracellularis kalcium koncentraciéja novekszik a preparatumban,
("calcium uncaging" kisérletben, I és II tipust glutamat receptor (mGIluR) vagy muszkarinos
acetilkolin receptor agonista, ATP, prosztaglandin E> (PGE>), vagy az asztrocitak optogenetikai
aktivacioja altal), a SIC-ek megjelenésének valdsziniisége szignifikansan megnovekedett
(Angulo és mtsai..2004; Fellin és mtsai.2004; Perea és Araque, 2005; D’Ascenso és mtsai.
2007; Bardoni és mtsai. 2010; Pirttimaki és mtsai.2011; Chen és mtsai. 2012; Perea és mtsai.
2014) Nem minden hatas ndveli a kalcium koncentracié kovetkeztében kialakult SIC-ek
megjelenését: a hippocampus asztrocitain 1évé P2Y1 és PAR-1 receptorok stimulalasa noveli
ugyan az intracellularis kalcium koncentraciot, de csak az utdbbi receptor aktivalasa valtott ki
SIC-et a piramissejtek esetében (Shigetomi és mtsai. 2008). Az akcids potencialok tiizelésének
blokadja, vagy szinaptikus vezikulak felszabaditasa 4ltalaban nincs hatassal a SIC
frekvenciajara, ¢s amplitidojara (Angulo és mtsai. 2004; Fellin és mtsai. 2004; Perea és Araque,
2005; D’ Ascenso és mtsai. 2007; Pirttimaki és mtsai. 2011). Laboratoriumunk kimutatta, hogy
TTX hatasara a SIC-ek frekvencidja nem valtozott, de amplitidojuk szignifikansan csokkent a
PPN-ben. Ez a megfigyelés feltételezi, hogy a SIC-ek (legalabb az agytorzsben) nem izolalt
asztrocita-aktivacio, hanem asztrocita-neuron interakciok kovetkezményei (Kovacs és Pal,
2017). A kozponti idegrendszer kiilonbozo teriiletein a SIC-ek kinetikaja nagy variabilitast
mutatott, mely annak tulajdonithat6, hogy —a szinapszisokkal szemben- a gliotranszmitterek
felszabadulési helye és azok receptorai messzebb és nagy variabilitast mutatd tavolsdgokra
helyezkednek el egymdstol. A gliotranszmitter koncentracid és azok receptorainak szdma
alakitja a SIC-ek kinetikajat. Az extraszinaptikus glutamatkoncentracio novelésével (glutamat
transzporter inhibitor TBOA segitségével) a SIC-ek amplitiidoja ndvekedett, a "rise time" és a
"decay tau" lassabba valt. A SIC-ek jelentGsége abban lehet, hogy szinkronizaljak a
szomszédos neuronokat egy hosszabb excitatorikus stimulacio esetében. A bemenetek
hosszabb stimulalasa noveli a SIC-ek frekvenciajat a nucleus accumbensben, hippocampusban,
¢s a ventrobasalis thalamusban (1d. Pal, 2015). Az asztrocitak képesek SIC-ek kivaltasara
néhany neuronon egyideiileg a nucleus accumbensben, és a hippocampalis CA1 pyramidalis

sejteken (Angulo ¢s mtsai. 2004; Fellin és mtsai. 2004; D’ Ascenso és mtsai. 2007; Pirttimaki
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¢s mtsai. 2011). Ezt a szinkronizaciot a rostralisabban fekvo agyteriileteken lehet megfigyelni,
mig az agytorzsben mért SIC-ek esetén nem (Reyes-Haro és mtsai. 2010; Kovéacs és Pal, 2017;
5. abra).

3.2.1.2. Ténusus serkentd dramok
A neuronalis ténusos befelé iranyuld vagy serkentd aramok lassan kialakuld és az Oket

létrehozo hatés teljes idejére fennmaradd, nem adaptalodd aramok. Tonusos serkentd aramok
szintén tobb agyi strukturaban el6fordulnak, azonban az asztrocitdkkal valo kapcsolatuk
kevésbé egyértelmi. Ezek az aramok tilnyomo részben az extraszinaptikus glutamat és az
NMDA receptor koaktivatora, a glicin altal medalt folyamatok kovetkezményei (Le Meur ¢és
mtsai. 2007; Papouin és mtsai. 2012). A glicin az asztrocitakbol felszabuld gliotranszmitterek
egyike, amely az egyes tipusu glicin transzporter reverz miikodése segitségével szabadul fel
(Shibasaki ¢s mtsai 2017). Ezen kiviil az agytorzsi nucleus raphe magnusbol szarmaznak
felszallo glicinerg rostok, melyekbdl szintén szarmazhat a glicin (Bardoczi és mtsai 2017, Giber
¢s mtsai 2015).

A glutamat eredhet a neurotranszmitter szorodasbol, vagy felszabadulhat az asztrocitakbol. A
glutamat koncentraci6 emelkedése szarmazhat még a glutamattranszporterek reverz
miik6désébdl, vagy relativ aktivitascsokkenésébol (Okubo és lino, 2011; Zhou és Danbolt,
2013). Az extraszinaptikus glutamat altal aktivalt neuronalis glutamatreceptorok heterogének.
Nagyrészt extraszinaptikus NMDA receptor altal kozvetitett mechanizmusok kovetkeztében
alakul ki a tonusos excitatorikus aram (Jabaudon és mtsai. 1999; Angulo és mtsai. 2004; Fellin
¢s mtsai. 2006; Le Meur és mtsai. 2007; Fleming és mtsai. 2011; Papouin és mtsai. 2012;
Petralia, 2012; Papoulin és Oliet, 2014), azonban AMPA receptorok (Sasaki és mtsai. 2012;
Beppu és mtsai. 2014) és I1. csoportti metabotrop glutamatreceptorok (MGIUR; Kdszeghy és
mtsai. 2015) is ismertek. Tonusos excitatorikus aramok megjelenhetnek a SIC-ekkel egyiitt. A
glutamat transzporter gatlas noveli a SIC-ek amplitidojat az NMDA receptor fliggd tonusos
aramok aktivacidjaval egyiitt. Valdszinli, hogy az asztrocitabol szarmaz6 glutamat a hozza
legk6zelebb esé neuronon valt ki SIC-et, valamint szamos tavolabbi NMDA receptort aktival
kisebb koncentracioval, igy a tavolabbi neuronokon tonusos befelé iranyuld aramot valtanak ki
(Jabaduon és mtsai. 1999; Angulo és mtsai. 2004). Tonusos excitatorikus aramokat
regisztraltak a hippocampusban (Jabaudon ¢€s mtsai. 1999; Angulo és mtsai. 2004; Fellin és
mtsai. 2006; Le Meur és mtsai. 2007; Papouin és mtsai. 2012), a nucleus supraopticusban

(Fleming és mtsai. 2011), a gerincveld dorsalis szarvaban (Nie és mtsai. 2010), a PPN-ben
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(K6szeghy és mtsai.2015), és a cerebellum Purkinje-sejtjein (Sasaki és mtsai. 2012). A tonusus
befelé iranyuld aramok Iétrejottéhez az asztrocitdk hozzdjaruldsanak direkt és indirekt
bizonyitékai is vannak. Az asztrocita funkciok gatlasa gliotoxinokkal, az EAAT1 és -2
glutamat transzporterek és az asztrocita glutamin szintetaz blokadja a tonusos befelé iranyuld
aramok amplituddjanak novekedését okozzak (Jabaudon és mtsai. 1999; Angulo ¢és mtsai. 2004,
Le Meur és mtsai. 2007; Fleming és mtsai. 2011). Az asztrocitdk P2X7 receptorainak
stimulalasa, vagy gliotranszmitter felszabadulas hasonlo hatast valt ki (Fellin és mtsai. 2004).
Direkt bizonyitékként a Bergmann glia optogentikai aktivacidja tonusos inward aramokat hoz
létre (Sasaki és mtsai. 2012; Beppu és mtsai. 2014). Az asztrocitak optogenetikai stimulacioja
tonusos depolarizaciot valt ki, és noveli a tiizelési frekvenciat a nucleus retrotrapezoidus

(Figueiredo és mtsai. 2011) és a latokéreg teriiletein (Perea és mtsai. 2014; 5. abra).
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Tonusos Jelmagyarazat

serkentés * Glutamat
Glicin/D-szerin
© Szinaptikus vezikula

. 4k NMDA receptor
Asztrocita 1 AMPA receptor

# mGlu receptor
ik VRAC

{4} Connexon hemicsatorna

{F Purinerg receptor

Szerves anion transzporter

Neuron Glutamat transzporter,
reverz mod

o Glutamat transzporter gatlas

4 ChR2

5. abra. Asztrocita-fiiggé neuronalis serkent6é aramok Kkialakulasa. SIC-ek: 1. Asztrocita aktivacio.
2. Glutamat (D-szerin, glicin) felszabadulas az asztrocitakbol. 3. Extraszinaptikus NMDA receptor
aktivacié. Toénusos serkentés: 4. Asztrocita-aktivacid. 5. Glutamat (D-szerin, glicin) felszabadulas az
asztrocitakbol. 6. Szinaptikus glutamat szorodas. 7. A kozelebbi NMDA receptorokon nagyobb
koncentracidju glutamat SIC-eket, mig az alacsonyabb koncentracidju glutamat a tavolabbi NMDA
receptorokon téonusos inward aramot valt ki. 8. Extraszinaptikus NMDA-, AMPA- és (9) metabotrop

glutamatreceptor-aktivacio (Pal, 2015 alapjan). VRAC: volumenregulalt anioncsatorna, ChR2:

channelrhodopsin-2.

A glutamat nemcsak a szinaptikus résben, hanem extraszinaptikusan is megtalalhato.
Mig a szinaptikus vezikuldk felszabaduldsakor a szinaptikus résben akar 6 mmol/l is lehet a
koncentracidja, addig az extraszinaptikus résben anndl joval alacsonyabb, mikro- nanomolos
tartomanyt (0,18 — 33 pmol/l). Az extraszinaptikus glutamat o forrasai a szinaptikus résbol
torténd szorddas és az asztrocitdkbol és mikrogliabol torténd felszabadulds. Receptorai az
extraszinaptikus NMDA, AMPA ¢és metabotrop glutamatreceptorok, amelyek nemcsak a
neuronokon, de a gliasejteken is megtalalhatoak. Az extraszinaptikus glutamat a szinaptikus
plaszticitasban és a neuronok ingerlékenységében jatszik szerepet, igy jarul hozza szdmos
fiziologiai és pathofiziologiai folyamathoz. Ezen fiziologiai folyamatok egyike az alvas-

¢brenlét szabalyozasa (1d. Pal, 2018; 6. abra).
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Az agykéreg, thalamus, anterior hypothalamus €s az agytorzs teriiletén az alvas-ébrenlét
kiilonbdzo szakaszaiban glutamat szabadul fel (Mark és mtsai. 1969; Bettendorf és mtsai. 1996;
Kodama és Honda, 1999). Eber allapotban és REM alvas alatt novekszik a koncentracioja, mig
NREM alatt csokken (Dash és mtsai. 2009). Az alvasmegvonas kezdetben noveli a kérgi
glutamat szintet, majd a platdo elérése utan csokkenni kezd annak ellenére, hogy az
alvasmegvonds még tart. A RAS-ban a neuronadlis excitabilitds szabalyozasa extraszinaptikus
glutamat szint szabalyozasaval megy végbe, kiilonféle mGluR és NMDA receptorok
kozremiikodésével (Kovacs és Pal, 2017; Kovacs és mtsai. 2017; Készeghy és mtsai. 2015). A
lateralis hypothalamusban az alvdsmegvonds valaszaként az asztrocitdk megvaltoztatjak az 1-
es tipusu glutamattranszporter (GLT1) kihelyez6dését az orexin és MCH neuronok kozelében.
A kortikalis oszcillacios aktivitas szintén az extraszinaptikus glutamat szint szabalyozasa alatt
all. A kortikalis glutamat szint valtozéasai aktivitasfiiggbek: a glutamaterg bemenetek
nagymértékii aktivacidja a szinaptikus glutamat szorédasahoz vezet, ami —az asztrocitakbol
felszabaduld glutamattal egyiitt- extraszinaptikus NMDA receptorokon keresztiili
depolarizacidhoz és a corticalis aktivitas aktiv fazisdnak kialakuldsdhoz vezet. Az asztrocitak
kortikalis aktivacidban betdltott szerepét jelzi, hogy az asztrocitak optogenetikai aktivacidja
glutamatfelszabadulason keresztiil képes a neuronhalozatok szinkronizalt aktivaciojanak
kialakitasara (Poskanzer ¢és Yuste, 2016). Mindezeken tal a posterior hypothalamus
asztrocitainak szelektiv optogenetikai stimulacioja mind a REM, mind a nem-REM alvas idejét

megnyujtotta (Pelluru és mtsai. 2016).

32



Asztrocita

Mikroglia Jelmagyarazat

11 ¢ Glutamat

Szinaptikus vezikula
(glutamat tartalmu)

£ AMPA receptor
@ NMDA receptor

@ mGlu receptor

’ Glutamat transzporter

¢

6. abra. Az extraszinaptikus glutamat eredete, diffazidja és szabalyozasa. 1. Glutamatfelszabadulas

szinaptikus vezikulakbol. 2. 6-7 mmol/l glutamat a szinaptikus résben, szinaptikus NMDA- és AMPA-

Nem-szinaptikus
glutamatfelszabadulas

receptor felszabadulas. 3. Szinaptikus glutamatfelszabadulas mGIluR-fiiggd szabalyozasa. 4. Neuronalis
glutamatfelvétel glutamattranszporterekkel. 5. Periszinaptikus NMDA- és AMPA-receptorok. 6.
Extraszinaptikus NMDA-, AMPA- és metabotrop glutamatreceptorok. 7. A szinaptikus és
extraszinaptikus receptorkészletek kozti kozlekedés. 8. Az asztrocitak NMDA- és AMP A-receptorai.
9. Asztrocita glutamatfelvétel glutamattranszporterekkel. 10. Glutamatfelszabadulas az asztrocitakbol
(vezikularis és nem-vezikularis mechanizmusokkal). 11. Mikroglidlis AMPA- és metabotrop
glutamatreceptorok. 12. Mikroglialis glutamatfelszabadulas. 13. Heteroszinaptikus aktivacio glutamat

szOrodas altal. 14. Az extracellularis matrix (ECM) és az asztrocita nyulvanyok limitaljakés lassitjak a

crcr

3.2.3. A PPN SIC-einek sajatsagai és a rajtuk érvényesilé neuromodulécids hatasok

A PPN neuronjain nemcsak EPSC-ket, de SIC-eket is lehet mérni (Kovacs és Pal, 2017).
A PPN-ben talalhato SIC-ek tulajdonsagai alapvetden nem kiilonboznek a mas agyteriiletek

neuronjain 1étrejové SIC-ektdl, azonban néhany kiilonbséget (1. alabb) talalt laboratériumunk.

A SIC-eket jol el lehet kiiloniteni az EPSC-t6l, kinetikajuk alapjan. A SIC-ek lassabb

kinetikaval rendelkeznek, mint a spontan vagy miniatiir excitatorikus posztszinaptikus aramok
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(SEPSC-k, mEPSC-k). A SIC-ek amplitadodja altalaban nagyobb, azonban ez esetleg atfedésben
lehet az EPSC amplitadotartomanyaval. A "rise time" és a "decay tau" jobb tampontok lehetnek
a két esemény elkiilonitéséhez, hiszen az EPSC-k és a SIC-ek mért adatainak értéktartomanyai
atfedést nem mutatnak (Fellin és mtsai. 2004; Pal, 2015; Kovacs és Pal, 2017). Altalanossagban
elmondhatjuk, hogy a PPN-ben 1évé SIC-ek szintén asztrocitdk aktivacidjanak
kovetkezményei, mely soran az asztrocitakbol glutamat szabadul fel. Olyan extraszinaptikus
NMDA receptor aktivalodik, mely GluN2B alegységet tartalmaz. Az asztrocitak optogenetikai
aktivacioja a SIC-ek frekvencigjat, amplituddjat, az altaluk megvalosuld toltésmozgast

megnoveli.

Ellentétben mas struktardkon 1évé SIC-ektdl, azok nem jelennek meg egyszerre a
szomszédos neuronokon, tehat nem szinkronizaljdk a szomszédos neuronokat. Hasonloéan a
PPN neuronjaihoz, az agytorzs hallopalya egy magjaban sem mutattdk ki a SIC-ek
szinkronizaciojat (Reyes-Haro és mtsai. 2010). A SIC-ek eléfordulasa egyes neuronokon fligg
attol, hogy neuron szomaja és a legkdzelebbi asztrocita szomaja kozott mekkora a tdvolsag.
Minél k6zelebb van az asztrocita szomaja a neuron szOmajahoz, annal tobb SIC jelenik meg a
neuronon. Ennek feltehetden az az oka, hogy az asztrocita végtalpak kritikusan nagy szdma
van ilyenkor a neuron szémajaval kapcsolatban. A sejtek neurokémiai alcsoportjai azonban
nincsenek Osszefliggésben a SIC-ek megjelenésével, tehat kolinerg és nem kolinerg (GABAerg

¢s glutamaterg) neuronokon is hasonl6 aranyban fordul el6 (Kovéacs és Pal 2017).

A SIC ek szerepet jatszanak a neuromodulacios hatdsokban (Kovacs és Pal 2017). A
CB1 receptor agonista WIN55,212-2 alkalmazasa esetén, a neuronokon tonusos kifelé és befelé
iranyuldé aramok alakultak ki. A kontrollhoz képest a valtozas abszolut értékének atlaga
szignifikansan meghaladta a spontan alaparam fluktuaciét. A SIC-ek altali toltésmozgas
valtozasa linearis Osszefliggést mutatott a kontrollban mért SIC-ek altali toltésmozgastol.
Amennyiben a kontroll SIC toltésmozgas kisebb volt, mint 3 pC/min, Gigy a CB1 receptor
agonista adasat kovetden nétt a SIC-ek altali toltésmozgas, mig ha a SIC-ek teriilete nagyobb
volt kontroll esetben, mint 3 pC/min, akkor az agonista adasa gatolta a SIC-ek megjelenését. A
muszkarinos agonista karbakol, valamint szerotonin alkalmazasa mellett szintén kialakultak
tonusos kifelé és befelé iranyuld aramok, valamint a SIC-ek teriiletében bekdvetkezd valtozasok
hasonloak voltak, mint a CB1 agonista adasat kovetd megfigyeléseknél. (Kovacs és Pal, 2017).
A kiilonb6zé neuromodulacios hatdsok a SIC-ek re gyakorolt hatasa fiigg az eredeti SIC

aktivitastol. A SIC aktivitas modulacidja néhany kivételtdl eltekintve az endokannabinoid,
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kolinerg és szerotoninerg neuromodulacios hatasok esetén nagyrészt fliggetlen a tonusos

aramok keletkezésétol.

A SIC-eken megfigyelt neuromodulacios hatasok valoszinii hattere az NMDA receptor
deszenzitizacidja. A glutamatfelvétel gatlasa esetén hasonld jelenséget lehetett megfigyelni,
mint a neuromodulédcios hatasoknal. Ha a SIC kontroll koriilmények kozotti toltésmozgasa
kisebb volt, mint 3pC/min, ott a t6ltésmozgas ndvekedett. Ahol a SIC t6ltésmozgasa a kontroll
koriilmények kdzott nagyobb volt, mint 3pC/min, ott a glutamatfelvétel gatlasa csokkentette a
toltésmozgast. A PPN NMDA receptor medialt dramain, ismételt glutamatfelszabaditas
hatasara deszenzitizacid volt megfigyelhet6. Mindezek alapjan valdszini, hogy ha az
extraszinaptikus glutamatkoncentracio alacsony és a neuromodulacios hatasok asztrocitakbol
glutamatot szabaditanak fel, ez a glutamat fokozza a SIC aktivitdst. Ha az extraszinaptikus
glutamatkoncentracio és a SIC aktivitas eleve magas, az asztrocitakbol felszabaduld tobblet
glutamat mar NMDA receptor deszenzitizaciot és a SIC aktivitas csokkenését okozza (Kovacs

¢és Pal, 2017; 7. abra).
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4. A SIC-ek nem szinkronizaljak
a szomszédos PPN neuronokat

3. Nincs szignifikans
kilénbség a kolinerg,
GABAerg és nem
azonositott neuronok
SIC paraméterei
kozott

kolinerg neuron

GABAerg neuron

glutamat

2. A SIC-ek asztrocita-
aktivacio kovetkezményei y

5. A SIC-ek el6fordulasa forditottan
aranyos a neuronok és asztrocitak
szomai kozotti legkisebb
tavolsaggal

1. A SIC-ek GIuN2B alegységet
tartalmaz6 NMDAR aktivacio
kdvetkezményei

Neuromodulaciés
hatasok

glutamat

. Asztrocitakon haté neuromodulaciés hatasok .

deszenzitizalt NMDAR

~_ ~ -
- =
glutamat glutamat

keresztiil gatoljak (D).
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7. abra.

A PPN
neuronjain létrejovo SIC-ek sajatsagai. A. A SIC-ck altalanos jellemz6i. B. A PPN-en érvényesiilo
egyes neuromodulacids hatasok direkt neuronalis tdmadaspontuak, mig masok az asztrocita-neuron
kommunikaciéra hatnak (piros nyilak).  Mindezen hatasok tonusos depolarizacidhoz vagy
hiperpolarizacidhoz vezetnek, valamint ettdl fliggetleniil a SIC-ekre fejtenek ki hatast. C és D. A SIC-
ekre kifejtett neuromodulacios hatasok. Ha az extraszinaptikus glutamat koncentracidja alacsony, a
glutamatfelszabadulast el6idéz6 neuromodulacids hatasok a SIC-ek Iétrejottét stimulaljak (C), mig

magas kiindulasi extraszinaptikus glutamatkoncentracio esetén az NMDA receptorok deszenzitizaciojan



Az orexin, vagy hypocretin a lateralis hypothalamusban talalhato orexinerg
neuronokbdl felszabaduld, eldszor 1998-ban azonositott peptid, melyet szamos fiziologiai
funkcioval hozhatunk 6sszefliggésbe. llyenek az alvas-ébrenlét szabalyozasa, homeosztatikus,
endokrin, visceralis funkciok. Patofiziologiai folyamatokhoz is kapcsolodik, mint narcolepsia
vagy kabitoszerfiiggdség. Két tipusa, az orexin A és orexin B egy kozos polipeptidbél, a
prepro-orexinbdl szadrmaznak, ¢és eredetileg a taplalkozassal Osszefliggd hormonként
azonositottak. Az orexinerg neuronok az agykéregbe, thalamusba, bulbus olfactoriusba, basalis
eldagyba, nucleus arcuatusba, nucleus tuberomammillarisba, az area tegmentalis ventralisba, a
nucleus laterodorsalis tegmentalisba, a raphe magvakba, a nucleus pedunculopontinusba és a
locus coeruleusba projicialnak. Gatlo bemenetet kapnak a nucleus raphe dorsalis feldl, mig az
amygdala feldl serkenté bemenet szabdlyozza mukodésiiket. A humoralis faktorok koziil a
ghrelin, aminosavak ¢és a hypoglycaemia serkenti, mig a leptin és a hyperglycaemia gatolja ket

(1d. Tsujino és Sakurai, 2009; Inutsuka és Yamanaka, 2013; 8. abra).

Az orexinek két, Gqprotein kapcsolt receptoron keresztiil fejtik ki hatasukat, ezek az 1-
es (OXR1) és 2-es tipust orexin (OXR2) receptorok. Mig az OXR1 nagyobb affinitassal koti
az orexin A-t, addig az OXR2 mindkét tipust orexint azonos affinitassal koti meg. Az OXR1
megtalalhatd példdul a cortexben, hippocampusban, paraventricularis thalamusban,
ventromedialis hypothalamusban, nucleus arcuatusban, nucleus raphe dorsalisban, locus
coeruelusban, substantia nigraban, és az area tegmentalis ventralisban. OXR2 a agykéregben,
nucleus septalisban, hippocampusban, a thalamus medialis magcsoportjaiban, a nucleus raphe
dorsalisban és medianusban, a nucleus tuberomamillarisban, dorsomedialis és paraventrikularis
hypothalamus magokban, a subtantia nigraban és a az area tegmentalis ventralisban fordul el6
(Backberg és mtsai. 2002; Bourgin és mtsai. 2000; Cluderay mtsai. 2002; Greco és Shiromani,
2001; Hervieu mtsai. 2001; Marcus mtsai. 2001; Suzuki mtsai. 2002; Trivedi mtsai. 1998).
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8. abra. Az orexinerg neuronok kapcsolatai. VLPO: nucleus preopticus ventrolateralis; Arc: nucleus
arcuatus; TMN: nucleus tuberomammillaris; VTA: area tegmentalis ventralis; LDT: nucleus
laterodorsalis tegmentalis; PPN: nucleus pedunculopontinus; DR: nucleus raphe dorsalis; LC: locus

coeruleus (Inutsuka és Yamanaka, 2013 alapjan)

3.3.1. Az orexin élettani és kdrélettani szerepei

3.3.1.1. Alvds-ébrenlét szabdlyozds
Nem sokkal az orexin felfedezése utan egyértelmili kapcsolatot mutattak ki az orexin

deficiencia és a narkolepszia nevii alvasi rendellenesség kozott. A narkolepszia egy nappali
almossaggal és az ébrenlét stabilitasdnak elvesztésével, az alvas elején jelentkez6 REM alvasi
peridodussal, valamint kataplexidval (tudatvesztés nélkiili bilateralis izomtonusvesztéssel) jaro
allapot. A prepro-orexin gén elvesztése egerekben a human narkolepsziara nagyban
emlékeztetd allapotot hoz létre (Chemelli és mtsai. 1999). Az OX2R elvesztése esetén
kutyakban ugyancsak narkolepszia jon 1étre (Lin és mtsai. 1999). Ugyanezen receptor hianya
egérben szintén narkolepsziahoz vezetett, de a tiinetek enyhébbek voltak, minta prepro-orexin
knockout allatban (Willie és mtsai. 2003). Az OXIR elvesztése ezzel szemben nem jart
narkolepszia-szeri tiinetekkel (Sakurai, 2007; Hondo és mtsai. 2010; Mieda és mtsai. 2011).

Human narkolepszia esetén az orexinerg neuronok 80-100%-os elvesztését €s az orexin-A szint
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nagymértéki csokkenését lehetett megfigyelni (Peyron és mtsai. 2000; Mignot és mtsai. 2002;
Tsujino és Sakurai, 2009).

A hypothalamus orexinerg neuronjai a tiizelési frekvencia novekedését valtjak ki az
¢brenlétet eldsegitd, a retikularis aktivacios rendszerhez tartoz6 magvak neuronjain. llyenek a
locus coeruleus noradrenerg (Hagan és mtsai. 1999), a nucleus raphe dorsalis szerotoninerg
(Brown és mtsai. 2002), a nucleus tuberomammillaris hisztaminerg (Yamanaka és mtsai. 2002)
¢€s a bazalis eldagy, nucleus pedunculopontinus és nucleus laterodorsalis tegmentalis kolinerg
neuronjai (Eggermann és mtsai. 2001; Burlet és mtsai. 2002). Orexin-A injekcidja a nucleus
laterodorsalis tegmentalisba az ébrenlétben toltott id6t noveli és a REM alvas idejét csokkenti
(Xi és mtsai. 2001). A PPN-be adott orexin-A az izom atonia kialakulasat gatolta (Takakusaki
¢és mtsai. 2005). Az orexinerg neuronok in vivo szelektiv optogenetikai aktivacioja a nem-REM
¢s REM alvasbol ébrenlétbe torténd atmenet valosziniiségét megnyujtja (Adamantidis és mtsai.
2007). Az orexinerg neuronok kemogenetikai aktivaciéja megnovelte az ébrenlétben toltott
id6t, mig csokkentette mind a REM-, mind a nem-REM alvas idejét (Sasaki és mtsai. 2011; 9.

abra).

3.3.1.2.Homeosztazis és tdplalékfelvétel

A lateralis hypothalamus mas hypothalamikus agyteriiletekkel egyiitt (nucleus arcuatus,
dorsomedialis hypothalamus, nucleus paraventricularis) fontos szerepet jatszik a
taplalékfelvétel ¢és energia homeosztazis szabalyozasaban. A nucleus arcuatus
proopiomelanocortint (POMC) és neuropeptid Y-t (NPY) kifejez6 neuronjai az orexinerg
neuronoknak bemenetet adnak (Elias és mtsai. 1998), valamint a nucleus arcuatus fogad is
orexinerg bemenetet (Yamanaka és mtsai. 2000). A periférias szabalyozo faktorok koziil a
ghrelin, a hypoglycaemia és az aminosavak serkentették, mig a leptin és a hyperglycaemia
gatoltak az orexinerg neuronok aktivitasat (Inutsuka és Yamanaka, 2013). Ugyancsak az
orexinerg rendszer energia homeosztazisban betdltott szerepét jelzi, hogy a narkolepszidban
szenvedd betegek esetén csokkent kaloriabevitelt és megndtt testtomeg indexet figyeltek meg
(Schuld és mtsai. 2000). Ehhez hasonloan, az orexin receptor knockout egereken hypophagiat
és késoi kezdetii obesitast lehetett megfigyelni (Hara és mtsai. 2001; 9. abra).

Az ébrenlét és az energia homeosztazis orexin altali szabalyozasa valoszinlileg ugy fligg
Ossze, hogy az ¢éhes allatban termel6dd orexin hosszli ébrenléti periddusokat alakit ki, ami

lehetdve teszi az allatnak a taplalékkeresést (Tsujino €s Sakurai, 2009).
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3.3.1.3. Jutalmazas, motivdcio

Az orexinerg neuronok a jutalmazasi rendszer tobb teriiletére (mint pl. a locus coeruleus,

area tegmentalis ventralis €s a nucleus accumbens) is projicidlnak (Fadel és Deutsch, 2002).

Az orexin az area tegmentalis ventralis dopaminerg neuronjait kozvetleniil aktivalja, ¢és

potencirozza azok NMDA receptor fliggd szinaptikus neurotranszmissziojat (Korotkova ¢és

mtsai. 2003; Borgland és mtsai. 2006). Az agykamrakba vagy kdzvetleniil az area tegmentalis

ventralisba injektalt orexin serkenti a kisérleti allat jutalommotivalt viselkedését (Harris és

mtsai. 2005; 9. abra).
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0. abra. Az orexin élettani funkcioi (Inutsuka és Yamanaka, 2013 alapjan). 5-HT: szerotonin, ACh:

acetilkolin, Arc: nucleus arcuatus, BAT: barna zsirszovet, BST: bed nucleus, stria terminalis,

DA:dopamin, DR: nucleus raphe dorsalis, GABA: gamma-amino vajsav, HA: hisztamin, LC: locus

coeruleus, LDT: nucleus laterodorsalis tegmentalis, LHA: lateralis hypothalamicus area, NA:

noradrenalin, NAc: nucleus accumbens, NPY: neuropeptid Y, POA: area preoptica, POMC:

proopiomelanocortin, PPN: nucleus pedunculopontinus, SCN: nucleus suprachiasmaticus, TMN:

nucleus tuberomammillaris, VTA: area tegmentalis ventralis.
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4. CELKITUZESEK

Disszertaciom egyik célja a régi, immunhisztokémiai azonositasokra épiild in vitro
elektrofiziologiai csoportositasok Ujravizsgalasa transzgén technikak segitségével azonositott

PPN kolinerg neuronokon, valamint esetleges tijabb csoportositasi lehetéségek felismerése.

1. Igazolni kivantuk azt, hogy kisérleteinkben a tdTomato val6ban kolinerg
neuronokban fejezddik ki, és nem csak a fejlédés soran egy atmeneti ChAT
expresszio kovetkezménye.

2. A PPN-en beliil a korabbi kategoriak szerinti funkcionalis alcsoportok meglétét
terveztilk vizsgalni genetikailag kodolt markert kifejezd egereken, esetleg a
kolinerg neuronok 1j funkciondlis csoportositdsanak lehetOségeit vizsgaltuk
meg.

3. Fel kivantuk térképezni, hogy a kiilonbozé funkcionalis tulajdonsagok
mutatnak-e rostrocaudalis eloszlasbeli kiilonbségeket.

4. Meg kivantuk tudni, hogy a funkcionalis és morfoldgiai sajatsagok korrelalnak-

e egymassal.

A jelen munka tovabbi célja volt a PPN neuronjaira hatdé egyik lényeges

neuromodulacids hatas, az orexinerg neuromodulacid vizsgalata.
5. Az orexinnek a SIC-ekre kifejtett hatasat kivantuk megfigyelni.

6. Az egységes, asztrocitafliggd neuromodulaciés hatas esetleges létének a

lehetdségét is terveztiik vizsgalni.
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5. ESZKOZOK ES MODSZEREK

A kisérleteinkhez mesterséges agy-gerincveldi folyadékot (,.arteficial cerebrospinal fluid”;

aCSF) hasznaltunk, melyet a kovetkezd dsszetételben készitettiink:

e 120 mmol/l NaCl;
e 25 mmol/l KCI;
e 26 mmol/l NaHCOs;
e 10 mmol/l glikoz;
e 1,25 mmol/l NaH2POy;
e 3 mmol/l myo-inositol;
e 0,5 mmol/l aszkorbinsav;
e 2 mmol/l natrium piruvat
e 1 mmol/l CaCly;
e 1 mmol/l MgCly;
Az oldat pH-ja 7,4 volt.

Az agyszeletek preparalasat jéghideg alacsony natriumtartalmi mesterséges agy-gerincvel6i
folyadékban végeztiik ("low Na aCSF"). Az oldatban 95 mmol/lI NaCl-t 60 mmol/l glicerollal

¢s 130 mmol/l szachardzzal helyettesitettiink.

A vegyszerek beszerzése a Sigma-tol tortént (St. Louis, MO, USA), kivéve azoknal az

oldatoknal, ahol ezt kiilon emlitjiik.
Az egyes mérésekhez a kovetkezd vegyszereket hasznaltuk még:

e tetrodotoxin (TTX)-citrat 1umol/l (Alomone Laboratories, Jerusalem, Istrael). Az
akcidspotencial-tiizelés gatlasara hasznaltuk.

e CdClI>50 pmol/1. A kalciumaramok altalanos gatloszereként alkalmaztuk.

e orexin-A 200 nmol/l (Tocris Cookson Ltd. Bristol, UK). Az orexinerg hatasok
kivaltasara alkalmaztuk.

e 2,3-dihidroxi-6-nitro-7-szulfamoil-benzo[f]quinoxalin (NBQX) 10 pmol/l; D-(-)-2-
amino-5-foszfonopentanoat (D-AP5; Tocris Cookson Ltd. Bristol, UK) 50 umol/l;
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bikukullin 10 umoV/1; sztrichnin 1 umol/l. A gyors szinaptikus neurotranszmissziot
blokkold koktélként alkalmaztuk elékisérletekben.

Az allatkisérletek elvégzése a magyar €s nemzetkdzi torvények és intézményi

iranyelvek és protokollok (2010/63/EU sz. direktiva) altal meghatarozott médon tortént.

A kisérleti protokollokat, melyeket hasznaltunk a Debreceni Egyetem Allatjoléti Bizottsaga
vette nyilvantartisba (5/2015/DEMAB; 8/2015/DEMAB) és a Hajda-Bihar Megyei
Mezdgazdasagi Szakigazgatisi Hivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi

Igazgatdsaga engedélyezte.

Kisérleteinkhez 9-22 napos egereket hasznaltunk fel. Azon egerek koziil, amelyek
tdTomato fluoreszcens proteint fejeztek ki kolin acetiltranszferaz-fiiggdé modon (ChAT-
tdTomato), 6sszesen 59 egyedet hasznaltunk vegyesen. A tdTomato-t 2-es tipusu vezikularis
glutamattranszporter- (Vglut2-) fiiggéen kifejezé egerekbodl (Vglut2-tdTomato) 25 példanyt
hasznaltunk fel. A tdTomato-t glialis fibrillaris savas protein-fliggé modon kifejez6 egerekbdl
(GFAP-tdTomato) 8 példanyt hasznaltunk fel. Himeket és néstényeket vegyesen alkalmaztunk.
Az egértorzseket a Jackson Laboratories-t6l szereztiik be (Bar Harbor, ME, USA), melyek
homozigéta lox-tdTomato (B6;129S6-Gt(ROSA)26Sor™MI(CAGtd Tomato)Hzely  fay s7am: 007905)
és a ChAT-cre (B6;129S6-Chatt™m(cre)tow/y, Jax szam: 006410), Vglut2-cre
(Slc17a6tm2(cre)Lowl (vagy Vglut2-ires-Cre); Jax szam: 028863), valamint GFAP-cre
(B6.Cg-Tg(Gfap-cre)73.12Mvs/J; Jax szam: 012886) egerek voltak. Keresztezésiiket az

Elettani Intézet allathizaban végeztiik.

A keresztezés soran a cre-lox rendszert hasznaltuk, ahol az egyik sziilé promoter-specifikusan
fejezi ki a cre rekombindzt, a masik sziilé genomjaban megtalalhato a kifejeztetni kivant fehérje
génje, de annak atirodasat egy lox-P site-okkal hatarolt stop kodon akadalyozta meg. Az
utédokat keresztezve, a stop kodon kihasitasa megtorténik és a kifejeztetni kivant fehérje
promoter specifikusan jelenik meg. A homozigéta torzsek keresztezésébdl szarmazod utdbdok
mindkét génre heterozigotak voltak, igy a tdTomato fluoreszcens protein atirodhatott ChAT-

vagy GFAP-fliggé moédon.
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Az egereket dekapitaltuk, a koponyatetdt korbevagtuk, majd az agyat dvatosan
eltavolitottuk. A lehetd legrovidebb id6 alatt kipreparaltuk a kozépagyi teriiletet, majd 200
mikrométeres coronalis szeleteket készitettiink, alacsony natrium tartalmu jéghideg (kortilbeliil
0- -2° C) mesterséges agy-gerincveldi folyadékban Microm HM 650V tipusu vibratom (Microm
International GmbH, Walldorf, Németorszag) segitségével, mikézben folyamatosan

oxigenizaltattuk 95% O és 5% CO:2 keverékével (karbogén gazkeverék).

A szeleteket 37°C-on, normal aCSF-ben tartottuk 60 percen at a mérés kezdetéig, mindekdzben

folyamatosan karbogén gazkeverékkel buborékoltattuk a szeleteket tartalmazéd kamrat.

Teljes sejtes elrendezésii patch clamp méréseket alkalmaztunk fesziiltség clamp és aram
clamp tizemmoddban, melyhez Axopatch 200A (Molecular Devices, Union City, CA, USA)
erOsitét hasznalunk. A szeletek lathatova tételéhez Zeiss Axioskop mikroszképot (Carl Zeiss
AG, Oberkochen, Németorszag) hasznaltunk, melyhez egy fluoreszcens képalkotdrendszert
kapcsoltunk (Till Photonics GmbH, Grafeling, Nemetorszag). A fluoreszcens képalkoto
rendszer része egy xenon izzd alapu Polychrome V-6s fényforras (Till Photonics GmbH,
Grafeling, Nemetorszag), egy CCD kamera (SensiCam, PCO AG, Kelheim, Németorszag),
valamint tartalmaz egy képalkoto-szabalyozo egységet (,,imaging control unit”; ICU), és a Till
Vision szoftvert (4.0.1.3. verzié). Ez a rendszer lehetévé teszi a fluoreszcencia intenzitas
valtozasanak megfigyelését. Az adatok rogzitéséhez €s feldolgozasdhoz Clampex 10 szoftvert
hasznaltunk (Molecular Devices, Union City, CA, USA), mig elemzésiikhoz Clampfit 10
(Molecular Devices, Union City, CA, USA) programot.

A méréseket minden esetben szobahdmérsékleten (24-26 C fok) végeztiik és a szeleteket
a mérés soran folyamatosan oxigenizalt normal aCSF-fel perfundaltattuk 1 ml/perc sebességgel,

Gilson Minipuls 3 perisztaltikus pumpa segitségével (Gilson Inc. Middleton, WI, USA).

Az 6-8 MQ rezisztenciaju patch pipettakat boroszilikat tivegkapillarisokbol készitettiik
Narishige PC-10 pipettahtizo segitségével (Narishige Group, Tokyo, Japan), A bels6 pipettat
kalium-gliikonat alapu belsd oldattal toltottiink meg. A mérések soran hasznalt mikropipetta

oldat (belso6 oldat) a kovetkezd sszetevokbol allt:

e 120 mmol/l kalium-gliikonat;
e 5 mmol/l NaCl;
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10 mmol/l 4-(2-hidroxietil)-1-piperzeinetan-szulfonsav (HEPES);

10 mmol/l Naz-foszfokreatinin;
2 mmol/l EGTA;

0,1 mmol/l CaCl2;

5 mmol/l Mg-ATP;

0,3 mmol/l Nas-GTP;

8 mmol/I biocitin,

Az oldat pH-ja 7,3 volt, és a biocitin oldatba helyezése kdzvetleniil a mérések el6tt tortént.

A mérések soran csak a stabil felvételeket vettiik figyelembe, illetve azokat, ahol az
ellenallas a sorozatmeéréseknél végig 30 MQ alatti volt kevesebb, mint 10%-o0s valtozassal.
Mint azt korabban emlitettem aram clamp ¢és fesziiltség clamp tizemmodot is alkalmaztunk a

mérések soran.
Az alabb részletezett mérési protokollokat a 10. abran is be kivanom mutatni.

A. Aram clamp iizemmodban 1 s hosszlisagl négyszog impulzust alkalmaztunk -30 pA és +120
pA araminjekciokat alkalmazva 10 pA-es Iépcsdkkel. A nyugalmi membran potencial -60 és -
80 mV volt attol fliggden, hogy milyen kisérletet végeztiink. A kovetkezd méréseket végeztiik

ebben az izemmodban.

1. A bemené ellenallas: az altalunk elektromosan kontrollalt membran ellenallasa. Ugy
szamoltuk, hogy vettiik a protokoll kezdete el6tti 10 ms hosszusagu periodus atlagos
fesziiltségét és a -30 pA araminjekciod alatt mért utolsé 10 ms-os periodus atlagos
fesziiltségértéke kozotti kiilonbséget, €s Ohm térvénye alapjan megkaptuk a bemend
ellenallast (10. abra A. panel).

2. Maximalis tiizelési frekvenciat a tliskék kozotti legrovidebb iddtartam mérésével
allapitottuk meg, a depolarizalo 1épcsék ideje alatt. Altaliban az elsé két akcios
potencial kozotti szakasz volt a legrovidebb, +120 pA araminjekcional.

3. Az atlagos tiizelési frekvenciat az egyes depolarizald aramlépcsok teljes idGtartama (1
s) alatt mért valamennyi akcios potencial megszamolasaval hataroztuk meg.

4. Az akcios potencial késését (spike latency) a protokoll kezdetéhez képest -60 és -80mV
ra allitott membanpotencalon mértiik. Ez a protokoll kezdete és az elsd akcids potencial
megjenése kozotti kiilonbség mérésével tortént 100 PA depolarizald araminjekcio

hatasara.
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5. Az ugynevezett adaptacios indexet (Al) a kdvetkezo képlet alapjan szamoltunk: Al=1-
(Futolso/ Fetss), ahol az Fuwlss az utolsd két akcios potencial frekvenciajat, az Feiss pedig az
els6 harom akcids potencial frekvenciajat jelenti (Nigro és mtsai. 2014; 10. abra B.
panel).

6. Alacsony kiiszobi tiiskék ("low threshold spike”, LTS) mérése TTX jelenlétében
tortént. A depolarizalé dramimpulzus alatt latott atmeneti depolarizacié csucsa €s a
depolarizalé 1épcsé utolsdé 100 ms-aban mért atlagos membranpotenciadl kozotti

kiilonbségként hataroztuk meg (10. abra C felsé panel).

7. Visszacsapasi tiiske ("rebound spike™) a -30 mV-os hiperpolarizald aramlépcsét kovetd
tranziens depolarizacié csucsa ¢és a fesziiltséglépcsot megel6zé 100 ms-os idétartamu
atlagos fesziiltségértékekként meghatdrozott nyugalmi membran potencial kozti

kiilonbségként definialtuk (10. abra C panel also panel).

8. A magas kiiszobii membranpotencial oszcillaciok ("high threshold oscillation”, HTO)
mérése szintén aram clamp tizemmoéddban, TTX jelenlétében tortént -60 mV-rél 2 s
hossziisagh rampa alaka depolarizdlo protokoll alapjan, mely soran 0 pA
araminjekciorol +800 pA-ig 1éptink fel. Ertékeltik a depolarizalo 1épcs6k alatti
mérések power spektrumat, valamint meghataroztuk a power maximumhoz tartozo
maximalis powert ¢és frekvenciat (10. abra E-F. panel). A legnagyobb amplitadoji
oszcillaciok amplitidoértékének ¢€s frekvenciaértékének megismerése céljabol a
Clampfit programba beépitett Fourier transzformacion alapuld miiveletet végeztiik el,
ami a kiilonb6z6 frekvenciaji oszcillacios aktivitasokat képes volt elkiiloniteni
egymastol. A power spektrum az amplitudoval aranyos érték.

Egyes esetekben szimultan méréseket is végeztiink, az egyik patch pipetta kolinerg neuron

szomajan, a masik a proximalis dendritjén volt, 29 + 4 um tavolsagba a szo6matol.

B. Fesziiltség clamp tizemmoddban mértiik az in. A-aramot és az 6sszes orexinfiiggd eseményt.

1. Az A-aram egy tranziens kifelé iranyuld, fesziiltségfliggd kaliumaram. Méréséhez 1 s
hossziisagt,, +20 mV amplitiddoju depolarizald négyszog alaku fesziiltséglépcsot
alkalmaztunk, melyet egy 200 ms hosszi eldimpulzus el6zott meg, ahol -120mV
araminjekciorol 10 mV-onként 1éptiink 0 mV-ig. A tartopotencialt -60 mV-ra allitottuk.
A -120 mV-os hiperpolarizacié utani és a 0 mV depolarizacié utani depolarizald

fesziiltséglépcsd alatt mért kezdeti aramok kiilonbségeként definidltuk az A-4dram
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amplitudojat. A két aramlépcsd kozotti kiillonbség adta meg az aramot. Az A-aram
leszallo szarat egy exponencialis tagot tartalmazo fliggvénnyel megillesztettiik, igy
kaptuk a leszalloszar id6allandojat ("decay tau"; (10. abra D. panel)).

Az orexines kisérleteinknél szintén voltage clamp tizemmodot hasznaltuk, -60 mV-0s
tartopotencidlon végeztiink gapfree méréseket kontroll koriilmények kozott (virtudlisan
magnéziummentes n aCSF-ben) 10 percig, ugyancsak 10 percig 200 nmol/l orexin-A
jelenlétében, majd 10-20 perc kimosast kovetden. A SIC-ek és SEPSC-k leszallo szarat
egy exponencialis tagot tartalmazd fliggvénnyel illesztettiik. A SIC-ek 4ltali
toltésmozgast a SIC-ek teriileteként szadmoltuk ki. A tonusos dramok valtozésait 1 perc
hossziisagl szakaszok hisztogramjainak a felvételével végeztiik. A tonusos aram a két

hisztogram csucsértékéhez tartozo dramértékek kiilonbsége volt.
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0 pA D +20 mV
| -30 pA I:I 0omV
-120 mV
m 200 pA
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10. abra. A méréseinkhez hasznalt elektrofiziologiai protokollok. A. A bemend ellenallas

meghatarozasa. Fels6 panel: protokoll, also panel: mért fesziiltség. B. Az adaptacids index szamitéasa.

Fess: az elsé 3 akcids potencial frekvencidja, Fuoise: az utolsd 2 akcids potencial frekvencidja. Al:

adaptacidés index. C. Az alacsony kiiszobli tliskék mérése TTX jelenlétében (felsdé panel), A
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visszacsapasi tliske mérése (alsé panel). D. Az A-aram amplitidojanak ¢és "decay tau"-janak
meghatarozasa. FelsO panel: protokoll. Alsé panel: mért aramgorbék. Piros aramgorbe: depolarizalod
el6lépcsével mért ara, fekete aramgorbe: hiperpolarizald eldlépesdvel mért aram. Jobbra: kiilonbségi
aram (fekete), a leszalld szar egy exponencialis tagot tartalmazé fiiggvénnyel torténd illesztése (piros).
E. A magas kiiszobli oszcillaciok mérése. Felsé: az alkalmazott rampa protokoll. Als6: n aCSF-ben
mért fesziiltséggorbe TTX nélkiil és alatta TTX jelenlétében, mely hatasara lathatdéva valnak a magas
kiiszobii oszcillaciok. F. Az E. panelen bemutatott oszcillacios aktivitas power spektruma, a maximalis

powerhez tartozo frekvencia meghatarozasanak modszerével (piros szimbolumok).

A pipettaoldatba biocitint (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), tettiink, mely a mérés
soran patchelt sejtek belsejébe jutott. A mérés utan a szeleteket fixaltuk egy éjszakan keresztiil
4 °C-on, amelyhez 4%-os paraformaldehid oldatot hasznaltunk (0,1 mol/l foszfat pufferben; pH
7,4). Ezutan a feltarast 60 percen keresztiil Tris-pufferolt séoldatban végeztiik (8 mmol/l Tris
bazis, 42 mmol/l Trizma HCI, 150 mmol/l NaCl, pH 7,4), melyet 0,1% Triton-X-100-zal és
10% szarvasmarha szérummal egészitettiink ki a permeabilizalas céljabol. Ezutan a szeleteket
Alexa 488 konjugalt streptavidinnel (1:300; Molecular Probes Inc, Eugene, OR, USA) foszfat
pufferben inkubaltuk 90 percen keresztiil.

A sejtekrdl Zeiss LSM 510 konfokalis mikroszkop (Carl Zeiss AG) segitségével
készitettiink felvételeket. A sejtek rekonstrualdsa Neurolucida szoftver segitségével tortént
(MBF Bioscience, Williston, VT, USA). A neuronok funkcionalis sajatossagainak
abrazolasahoz harom dimenzids topografiai térképet készitettiink a Paxinos atlasz alapjan
(Paxinos ¢és Franklin, 2013). A harom dimenzidés blokk rekonstrualasahoz, az agytorzs
konttrjanak ¢és az aqueductus cerebri korvonalanak megrajzolasakor a Paxinos atlasz
konturvonalait és paramétereit vettiik alapul. A jelolt neuronok sejttestjeit pedig kiilonbdzd
szinli gdmbokkel jeloltik. A gdombok kiillonbozd szinei eltérd funkciondlis paraméterekre
utalnak, melyeket az eredmények cimil fejezetben részletesen kifejtek. A neuronok szomajat
¢s a dendritfait Kirajzoltuk. A rekonstrukci6 utan kiszamitottuk a szo6ma legnagyobb atmér6jét,
dendritek szamat, elagaz6dasok szamat, a dendritek teljes hosszat, dendrittiiskék meglétét és
hidnyat, valamint a dendritek orientacidjat. Az axon teljes lefutdsa viszonylag kevés esetben
volt vizsgalhato, mert hamar kilépett a coronalis szelet sikjabol, igy csak rovidelvagott axonokat

lattunk.
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Héarom esetben kolin acetiltranszferdz immunhisztokémiat végeztiink idésebb (3-6
honapos) transzkardialisan perfundalt Chat-tdTomato egerekbdl preparalt szeleteken. Az
agymintakat 4%-os paraformaldehiddel fixaltuk 24 oran keresztiil, majd 80 pum vékony
korondlis szeleteket készitettiink vibratom segitségével. 3x10 percen keresztiik atmostuk a
szeleteket Tris-pufferolt s6oldattal (TBS), majd 10%-0s Triton X-100 és 0,5% szarvasmarha
szérum hozzdadasaval egy oran keresztiil hagytuk allni. A szeleteket 1:75 aranyu nyul anti-
kolin acetiltranszferaz primer antitesttel (Millipore, Temecula, CA, USA) inkubaltuk 48 6raig.
Ezt kovetden kecskében termelt nyul elleni Alexa 488 antitestet (Vector Laboratories Inc.
Burlingame, CA, USA) hasznaltunk tovabbi 24 6ran keresztiil. A protokoll elvégzése utan
konfokalis mikroszkdppal készitettiink rétegfelvételeket. A tdTomato expresszio €s a ChAT
immunpozitivitds atfedéseinek megitélése manualisan tortént, megszamolva azoknak a

neuronoknak a szomajat, melyek piros és/vagy zold fluoreszcenciat mutattak.

Az adatokat az atlag =+ SEM formaban tiintettiik fel. Az adatok normal eloszlasat
D’Agostino és Pearson omnibus normal tesztsegitségével hataroztuk meg. A statisztikai
szignifikanciat a Student-féle kétmintas t-proba segitségével hataroztuk meg, amennyiben az
adatok normal eloszlast mutattak; mas esetekben pedig a Kolmogrov-Smirnov féle tesztet
hasznaltuk. Tobbszords 0sszehasonlitiSokhoz Bonferroni tobbszords dsszehasonlitd tesztjét
hasznaltuk, illetve a kétszempontos ANOVA Mann-Whitney tesztjét. A szignifikancia szintje
p < 0,05. Pearson korrelacios koefficienst (R) két fliggetlen adat kozotti linearis korrelacid

kimutatasara alkalmaztuk.
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6. EREDMENYEK

A PPN kolinerg neuronjainak tobbféle funkcionalis csoportositasa 1étezik. Az in vivo
csoportositas maximalis tiizelési frekvenciajuk vagy a kortikalis aktivitashoz vald viszonyuk
szerint csoportositia a PPN neuronjait, mig az in Vitro csoportositds bizonyos
membransajatsagok (A-aram, alacsony kiiszobii kalciumtiiskék) megléte vagy hidnya szerint.
Az alabbi kutatasok célja a korabbi in vitro csoportositas 0jboli, transzgén technikakra alapuld
vizsgalata, Ujabb csoportositdsi lehetdségek feltdrasa €s a morfoldgiai €s funkcionalis

paraméterek korrelaltatasa volt.

Mivel a ChAT-figgé tdTomato expresszid lehet a kovetkezménye a kolin
acetiltranszferaz gén ideigkenes aktivaciojanak is a fejlédés egy korai stadiumaban, fontos volt
annak vizsgalata, hogy a tdTomato pozitiv neuronok valoban kifejezik-e a kolin
acetiltranszferazt.  Ennek a kérdésnek eldontésért ChAT-tdTomato mintakon ChAT
immunhisztokémiat alkalmaztunk. A vizsgalatot 3 db ChAT-tdTomato egeren végeztiik,
Osszesen 12 db, a PPN-t tartalmaz6 szeletben 379 sejttest elemzésével. Eredményeinkben a
ChAT immunpozitivitas és tdTomato expresszid jelentés mértékben atfedett. Az Osszes
tdTomato pozitiv sejttest 98 + 1%-a bizonyult ChAT pozitivnak. A fennmarad6 2% + 1% ChAT
immunnegativ szoma érdekes modon a PPN széle felé lokalizalodott. Abban az esetben, ha az
Osszes olyan sejttestet figyelembe vettiik, ami valamiképpen jel616dott a PPN-en beliil (azaz
vagy tdTomato-t expresszalt, vagy ChAT-immunopozitivnak bizonyult), akkor a vizsgalt
sejttestek 86,8% =+ 3,5%-ban mutattak atfedést a ChAT immunpozitivitas és a tdTomato
expresszid kozott. A vizsgalt sejttestek 11,9 + 3,3%-a csak ChAT immunpozitiv volt, mig

1,76% + 0,9% mutatott kizdrdlag tdTomato expressziot.

Mindezek alapjan a tdTomato expresszio egy megfelelé markernek bizonyul, mely jol
alkalmazhat6 a kolinerg neuronok azonositasara, elhanyagolhat6 lehetdséget hagyva a negativ
vagy pozitiv hibdknak. Kés6bbi funkciondlis kisérleteink sordn természetesen nem vettiik

figyelembe azokat a neuronokat, melyek a tdTomato expresszid nem volt lathato.
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Eredményeink értékelésekor azonban figyelembe kell venniink, hogy a vizsgalt neuronok
kozott kis szazalékban lehetnek olyanok, melyik nem kolinerg neuronok, mégis kifejez6dott
benniik a tdTomato fehérje. Annak érdekében, hogy minél inkabb elkeriiljiik a fals pozitiv
kolinerg neuronokat, nem mértiink azokon a szomakon, melyek a PPN széli teriiletén

helyezkedtek el (11. abra).
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11. abra. A kolinerg neuronok funkcionalis vizsgalatihoz hasznalt mintak morfologiai elemzése.
A. ChAT-tdTomato egérbdl szarmazo6 koronalis metszet ChAT immunhisztokémia jel6lés utan. Piros:
tdTomato, z6ld: ChAT immunopozitivitas, PAG: periaqueductalis sziirke allomany, scp: pedunculus
cerebellaris superior, R: nucleus raphe dorzalis és medianus. Kalibracio: Imm. B. Az A panelen
négyzettel koriilhatarolt teriilet kinagyitott képe. C. A kiilonb6z6 jeldlést szomak kordiagramon vald
abrazoldsa (sarga: tdTomato- és immunopozitiv szomak, piros: csak tdTomato pozitiv szomak, zdld:
csak ChAT-immunopozitivitast mutaté szomak) A bal oldali diagrammon csak a tdTomato pozitiv
szomakat, jobb oldalon valamennyi szomat figyelembe vettiik. D. A kiilonb6z6 tipusu szomak

aranyainak statisztikai elemzése, a C panelnek megfeleld elrendezésben.

A mérések soran a neuronokat biocitinnel jeldltiikk. Ez lehetdséget adott arra, hogy a
vizsgalt neuronokat rekonstrudljuk és azok morfologiai elemzését elvégezziik. 14 neuron
esetében a teljes szomato-dendritikus domén rekonstrudlasa lehetséges volt, ezeken végeztiik

el az alabbi vizsgalatokat. Eredményeink a kdvetkezok voltak:
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A szomato-dendritikus morfometriai paraméterek (mint a dendritek szama, hossza ¢és
orientacidja, a szoOma legnagyobb atmérdje, dendrittiiskék esetleges megléte) nem mutattak
Osszefiiggést a sejttest rostrocaudalis elhelyezkedésével (R? = -0,1; 12. 4bra, B-C). Ehhez
hasonldéan a kiilonbdzé szomato-dendritikus morfometriai vagy funkcionalis paraméterek
kozott nem taldltunk linearis korrelaciot. Ez alol két kivétel volt, melyek az irodalombol jol

ismert vagy egyértelmi osszefliggések:

1. A bemend ellenallas és a szoma atmérdje kozotti kapesolat. Minél nagyobb a szoéma,
annal kisebb a bemend ellenallas (R? = 0,31; 12. abra, D).

2. Linearis korrelacio a teljes dendrit hossz és a dendrit elagazasok és végzodések kozott.

Minél hosszabb a dendrit, annal tobb elagazas és végzddés van rajta. (R?>=0,63 és 0,71;

12. abra, E)
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12. abra. A morfometriai, topografiai és funkcionalis paraméterek korrelacidéinak vizsgalata. A.
A PPN elhelyezkedésének atnézeti képe. A nyilak as a szamok a bregmatol valo tavolsagot jelzik a
Paxinos-atlasz (Paxinos és Franklin, 2013) alapjan. B.-C. A dendrithossz és a széma atméré nem
korrelalt a szoma rostrocaudalis elhelyezkedésével. D. A szoma atmérdje a bemend ellenallassal
forditottan aranyos. E. A dendrit elagazodasok és végzdodések szdma egyenesen aranyos a dendrit

hosszaval.

A szomak atlagos legnagyobb atmérdje 27,04 + 1,79 um (20,1-t61 37,5 pm-ig) volt. Az
atlagos szoéma teriilet 276,9 = 27,4 um?-nek (162-372,5 um?), mig az atlagos 6ssz dendrit hossz
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1869,42 + 291 pm-nek (945,8 um- 3852,1 um) bizonyult. A vizsgalt neuronok 3-6 elsédleges
dendrittel (3,8 = 0,29), 5-26 dendrit elagazassal (13,3 £1,9), és 9-32 dendrit végzddéssel (16,8
+ 2,13) rendelkeztek. A vizsgalt neuronok 28,6% rendelkezett dendrit tiiskékkel (2,4 + 1,25).

crcr

esetében tortént. Ezek koziil 4 neuron bipolaris dendritfaval rendelkezett, ahol a két
leghosszabb nyulvany ellentétes irdnyba rendezddott. A tobbi neuron multipolaris jellegli volt
a dendrit nyulvanyok tekintetében, ahol a dendritek a tér minden irdnyaba rendezddtek el (13.
abra). A dendritnyulvanyok orientacidja és a neuronok funkciondlis paraméterei kdzott nem

talaltunk oOsszefiiggéseket. Ez alol egy kivételt taldltunk, mely az alacsony kiiszobi

crcr

Osszegezve legfontosabb eredményeinket elmondhatjuk, hogy a kolinerg neuronok
szomatodendritikus tulajdonséagai altalaban fliggetlenek egymadstol €s a legtobb funkcionalis
tulajdonsagtol is. Fontos azonban kiemelniink, hogy a szelet-elektrofiziologiai preparatumban
az axonoknak csak kis darabjai lathatdak, igy az axon lefutdsban a funkcionalis csoportok

kozott lehetnek potencialis kiilonbségek.

180°

dorsalis

l 250 um
lateralis

270° 90°

B N

13. abra. Két példa bipolaris és multipolaris

neuronra. A. Bipolaris neuron rekonstrukcioja
250 um
és polaris hisztogramja. B. Multipolaris neuron.

270° Kalibracio: 50 um.
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6.1.3. Neuronok csoportositasa in vitro funkciondlis tulajdonsagok alapjan

Annak érdekében, hogy megfeleléen vélasszuk meg a PPN neuronok tiizelési
mintazatanak vizsgalatahoz hasznalt protokollt, elokisérleteink soran 400 pA-ig alkalmaztunk
depolarizald 1épcsoket. Az atlagos tiizelési frekvencia 150 pA-es depolarizald 1épcsdig
novekedett, utdna allandé maradt. A maximalis tiizelés frekvencia folyamatosan nott, és a 250
pA-es depolarizald 1épcsdntdl kezdve valamennyi neuron —tipustdl és elhelyezkedéstol
fliggetlentil- 40 Hz tiizelési frekvencia felett tiizelt. Ezt az elokisérletet és azt a tényt, hogy 120
pA feletti szinaptikus eseményt csak elvétve regisztraltunk PPN neuronon (Kovacs és Pal,
2017), elvetettiik az egyes szerzOk altal alkalmazott, 270 pA-es depolarizald 1épcsokig elmend
aram clamp protokollt (Simon és mtsai. 2010), és a maximalis depolarizalo 1épcsét 120 pA-ben
hataroztuk meg, hogy elkeriiljik artefaktumok rogzitését és interpretaciojat, valamint a

fiziologias aktivacié tartomanyaban maradjunk (14. abra).

+250 pA araminjekcio
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14. abra. A maximalis depolarizalé aramlépcsé meghatarozasat célzé elokisérletek. A. 250 és 400
pPA depolarizald 1épcsé hatdsara keletkezo tiizelési mintazatok. B. Nagy amplitidoju depolarizald
impulzusok hatasara kialakuld atlagos tiizelési frekvencia. C. Nagy amplitddoju depolarizalod

impulzusok hatasara kialakuld maximalis tiizelési frekvencia.

Osszesen 91 genetikailag azonositott kolinerg neuront soroltuk az alabbi 4 alcsoportba (1d.

még 2. tablazat):
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1. I tipusi neuronok: alacsony kiiszobii depolarizacids (LTS) és visszacsapasi tiiskével
rendelkeztek, azonban A-aram ¢és az els6 akcids potencial hiperpolarizacié indukalta
késése nem jellemezte ezeket a neuronokat.

2. II tipusu neuronok: A-arammal rendelkeztek, valamint hiperpolarizacid indukalta
késés jellemezte oket. LTS nem volt megfigyelhetd esetiikben.

3. III tipusu neuronok. LTS és A-aram/hiperpolarizacio indukalta késés egyiittesen
jellemezte 6ket.

4. VlIK tipusu neuronok: egyik tulajdonsaggal sem rendelkeztek. A "K" rovidités a Kang
és Kitai (1990) eredetileg definialt I1I. csoportjara utal.

Az LTS és a visszacsapasi tiiske jelenlétét vagy hianyat, valamint az elsé akcios potencial
100 pA depolarizalo 1épcs6 hatasara -80 mV-os tartopotencialrdl indulva késését figyeltiikk meg.
Abban az esetben, ha a stimulus kezdetéhez képest az elsd akcios potencial késése kevesebb,
mint 50 ms volt (11,3 ms- 39 ms), de LTS jelen volt, a neuronokat I. tipusba soroltuk (n = 12;
13,18%). A Il. tipusba soroltuk azokat a neuronokat, melyek esetében LTS nem fordult el6, de
a stimulus kezdetéhez képest az els6 akcios potencial tobb mint 50 ms (53,4 ms- 718,9 ms)
késéssel jelent meg (n = 44; 48,35%). Ha LTS és akcios potencial késése is jellemezte a
neuront, a Il. tipusba soroltuk (a késés intervalluma 66,8 ms- 611 ms; n= 19; 20,88%). Azokat
a neuronokat, melyek egyik tulajdonsaggal sem rendelkeztek, a I11K. tipusba soroltuk (késés
intervalluma 7,9 ms- 36,8 ms. n=16; 17,58%).

A tovéabbiakban a -60 mV ¢s -80 mV tartopotencialrol kiindulod, 100 pA depolarizald 1épcso
alatt mért akcios potencial késési eredményeket hasonlitottuk Gssze. A vizsgalat soran
szignifikdns novekedést figyelhettiink meg minden csoport esetében. Az I. tipusi neuronok
esetében a késés 16,34 + 2,66 ms-rol 29,2 + 3,44 ms-ra nétt (p = 0,02). A 1l. tipust neuronoknal
a késés ideje 46,1 £ 10,33 ms-r6l 199,63 + 32,05 ms-ra valtozott (p < 0,001). A Ill. tipusa
neuronok esetében 39,1 £ 13,1 ms-r6l 147,1 £ 36,3 ms-ra nétt (p < 0,001), IIK tipusu
neuronoknal pedig 17,7 = 2,4 ms-rdl 3,6 ms-ra emelkedett az akcios potencial megjelenése a
stimulus kezdetéhez képest. A IIIK. tipusndl a ndvekedés nem volt szignifikdns. Azoknal a
neuronokndl, melyeknél az LTS ¢és a visszacsapasi tiiske hidnyzott, kevesebb, mint kétszeres
novekedést figyelhettiink meg a késésben. Ez a tulajdonsag valdsziniileg csupan az adott
neuronok passziv membransajatsagainak koszonhet6 (n = 29). Azoknal a csoportokban, ahol
inaktivalodo tranziens depolarizald aram volt jelen (€s az inaktivacidjat a hiperpolarizacio
megsziintette), 3-5-sz6ros novekedést figyelhettink meg (n = 65). Az egyes neuronalis
csoportok késése jelentdsen kiilonbozott (I-11, p = 0,002; I1-111K, p=0,0006; I11-111K, p=0,045).
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Osszhangban az eredeti csoportositasi kritériumokkal, az I tipusii neuronok LTS amplitiddja
9,98 £ 2,1 mV és a visszacsapasi tliske amplitudoja 14,1 = 1,3 mV volt (n = 12). 11l tipust
neuronok esetében (n = 19) az LTS amplitaddja 9,9 = 1,8 mV volt, a visszacsapasi tiiske
amplitidoja 8,9 + 1,6 mV volt. A Il. és III. tipus neuronok nem rendelkeznek LTS-sel vagy

visszacsapasi tliskével/tiizeléssel (I1. tipus n = 44; 11IK. tipus n = 16).

33 neuron esetében tudtuk egyértelmilen meghatarozni a széma rostrocaudalis
lokalizaciojat. Ezek koziil 12,12% (n = 4) I. tipust neuron, 45,45% (n = 15) I1. tipusu, 21,21%

(n=7) HI. tipusu, és szintén 21,21% (n = 7) HIK. tipust neuron volt.

A PPN caudalis, pars compacta részén 13 neuront azonositottunk (n = 13). Ezen
teriileten a Il. tipusi neuronok dominaltak 69,2%-ban (n =9). Az I. és a Ill. tipust neuronok
azonos szamban képviseltették magukat 7,69-7,69% ban (n= 1-1). Ezeken feliil IT1IK. tipusu
neuronok 15,38%-ban voltak megfigyelhetok (n = 2). A PPN rostralis részén 20 neuront
azonositottunk (n = 20). A kiilénb6z6 neuroncsoportok a megoszlasa a kovetkezo volt: I. tipust
neuronok csoportja 15%-ban (n = 3), Il. tipust neuronok csoportja 30%-ban (n = 6), IlI. tipusu
neuronok 30%-ban (n = 6), és IIIK. tipusu neuronok csoportja 25%-ban (n = 5) képviseltette
magat (15. abra, A-D).
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15. dbra. A PPN neuronok klasszikus funkcionalis csoportositasa. Leirast 1d. kovetkez6 oldalon.
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15. abra. A PPN neuronok Kklasszikus funkciondlis csoportositasa. A. Eltéré funkcionalis
tulajdonsagokkal rendelkez6 kolinerg neuronok tiizelési mintazata. (I. tipus: sarga, II. tipus: zold, Il1.
tipus: piros, K. tipus: kék). Fels6 sor: -60 mV nyugalmi membranpotencial, 100 pA depolarizald
araminjekcio, masodik sor: -80 mV nyugalmi membranpotencial, 100 pA depolarizald araminjekcio.
Harmadik sor: -80 mV nyugalmi membranpotencial, 30 pA depolarizal6 araminjekcid. Alsé sor: -60
mV nyugalmi membranpotencial, -30 pA hiperpolarizalé araminjekcio és visszacsapasi tiiske és tiizelés.
A szaggatott vonalak a 0 mV-ot jelzik. B. 100 pA araminjekcioval kivaltott akcios potencialok a
stimulus kezdetéhez viszonyitott késése, az ebbdl kapott adatok statisztikai Osszehasonlitasa. A
szinkdédok megegyeznek a korabbi jeloléssekkel. A vilagosabb szinii bal oldali oszlopok a -60 mV-os,
mig a jobb oldali sdtétebb szines oszlopok a -80 mV-0s nyugalmi membranpotencial értéken felvett

adatokat mutatjak (atlag + SEM).

C. Az els6 akcids potencial megjelenésének késése egyéni adatokkal -80mV nyugalmi potencialrol
indulva. D. Az LTS és a visszacsapasi tiiske maximalis amplitidoinak statisztikai Ossszegzése. A
szinkddok szintén megegyeznek a korabbiakkal. E. A kiilonb6z6 funkcionalis tulajdonsagokkal
rendelkez6 kolinerg neuronok aranya a PPN-ben, illetve a pars compacta és a pars dissipata teriiletén.
F. A kiilonboz6 kolinerg alcsoportok megoszlasa a PPN- ben, kiilonb6z6 térbeli nézetekben. (l. tipus:

sarga, Il tipus: zold, Ill. tipus: piros, IIIK tipus: kék).

A PPN pars compacta részében azok a neuronok, melyek LTS-sel vagy visszacsapasi
tiiskével vagy tiizeléssel rendelkeznek (1. és I1I. tipus), viszonylag kevés szamban képviseltették
magukat. Minddsszesen az itt azonositott neuronok 15,4%-a (n = 2) rendelkezett ezen
tulajdonsagokkal, mig a pars dissipata részben ez az arany 47,3% (n = 9; 15. abra, E-F). Erdekes
modon az LTS jelenléte vagy hidnya szignifikans osszefliggést mutatott a dendritek kiilonb6z6
orientacidjaval. Az LTS-sel rendelkezd neuronok bipolaris dendritfaval rendelkeztek, mig azok
a neuronok, melyekre nem volt jellemz6 LTS, azok inkabb multipolaris jellegliek voltak (16.
abra).
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® LTS van

16. abra. Alacsony kiiszobii depolarizacids tiiskével (L'TS-sel) rendelkezé vagy nem rendelkezo
PPN kolinerg neuronok morfologiai 6sszehasonlitasa. A. LTS-sel rendelkezd illetve nem rendelkezd
kolinerg neuronok megoszlasa kiilonb6z6 térbeli elrendezésii térképeken abrazolva. Piros LTS-sel
rendelkezd, z6ld: LTS nélkiili neuron. Az LTS-sel rendelkez neuronok nagyrészt a PPN rostralis
teriiletén helyezkedtek el. B. LTS-sel rendelkezd (piros) és nem rendelkez (z6ld) neuronok polaris
hisztogramjainak atlaga. Az abrazolt csillagok a szignifikancia szintjét jelzik, (*) p< 0.05, (**) p<
0.01, (***) p< 0,001.
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A bemen ellenallas és adaptacios index nem kiilonbozott szignifikansan az egyes alcsoportok

kozott (17. abra).
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17. abra. Az egyes alcsoportok adaptacios indexének (A) és bemené ellenallasanak (B) statisztikai
osszehasonlitasa. Az egyes alcsoportok kozott nem lattunk szingnifikans kiilonbséget ezen

paraméterekben.

A tovabbiakban az egyes funkcionalis csoportok maximalis ¢s atlagos akcids potencial
tiizelési frekvenciat tiizelési frekvenciait hasonlitottuk 6ssze (n = 91). A Ill. tipust neuronok
tiizeltek leglassabban, szignifikansan kisebb volt a maximalis frekvenciajuk, mint az 1. és a
IIIK. csoportok esetén. A maximalis tiizelési frekvencia III. tipust neuronok esetében 16,49 +
1,99 Hz, I. tipusuak esetében 30,76 + 5,04 Hz, II. tipusu neuronoknal 23,99 + 1,69 Hz és I1IK.
tipus esetében pedig 32,94 + 7,44 Hz volt (I-111, p = 0,031; HI-11IK, p = 0,02).

Hasonlo tendenciat talaltunk az atlagos tiizelési frekvencia esetében. Az atlagos tiizelési
frekvencia 100 pA araminjekcio hatasara II1. tipusu neuronok esetében 7,06 + 1,54 Hz volt, I.
tipusti neuronoknal 14,16 + 3,24 Hz, II. tipusu neuronok esetében 11,3 + 0,94, és IlIK. tipus
esetében pedig 12 + 2,3 Hz. Ebbdl lathattuk, hogy a III. tipusnal szamszeriien, de nem
szignifikansan kisebb értékeket kaptunk (18. abra).

Jol ismert az a tény, hogy a kolinerg neuronok egy kisebb alpopulacidja glutamatot és
acetilkolint is felszabadit. Annak érdekében, hogy ellendrizziik, vajon ezek a neuronok egy
kiilon funkcionalis csoporthoz tartoznak-e, 67 Vglut2-tdTomato marker pozitiv neuront
vizsgaltunk szintén patch clamp technikaval. Az utélagos ChAT immunhisztokémia

segitségével 3 ChAT pozitiv neuront talaltunk (4,47%). Ezek koziil egy neuron tartozott az I.
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tipusuak kozé, mig a masik két neurontipust a II. csoportba soroltuk. Bar ilyen kis szam esetén
nem tudjuk pontosan meghatarozni az aranyukat, de azt a kdvekeztetést levonhatjuk, hogy a
glutamaterg-kolinerg neuronok nem azonosithatéak egyetlen hatarozott funkcionalis

sejttipussal (19. abra).
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18. abra. Az atlagos és maximalis tiizelési frekvenciak ésszehasonlitisa az egyes funkcionalis
csoportok kozott. A. 50 pA (felsd sor) és 100 pA (also sor) araminjekcioval kivaltott akcidspotencial-
sorozatok az egyes tipusok esetén (szinkoddot 1d. 15. abra). B. A maximalis tiizelési frekvencia
statisztikai Osszehasonlitasa az egyes csoportok kozott. C. Az individudlis maximalis tiizelési
frekvencia adatok bemutatdsa. D. Az atlagos tlizelési frekvencia statisztikai 6sszehasonlitdsa az egyes
csoportok kozott. E. Az atlagos tiizelési frekvencia novekedése az egyes tipusok esetén. Az

oszlopdiagramokon abréazolt csillagok a szignifikancia szintjét jelzik, (*) p< 0.05, (**) p< 0.01, (***)
p< 0,001.
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. tipus F II. tipus

19. abra. A glutamaterg-kolinerg populacié vizsgalata. A-D. Egy glutamaterg-kolinerg neuron
azonositasa (A, zold: biocitin jelolés; B, piros: Vglut2-fliggd tdTomato expresszio; C, fehér: ChAT
immunhisztokémia, nyil: a vizsgalt neuron szomaja, kalibracio: 50 pm). E-F. Példak a glutamaterg-
kolinerg neuronok membransajatsagaira és csoportositasara (fels6 sor -80 mV-os nyugalmi

membranpotencialrdl alkalmazott 100 pA-es, also sor: 30 pA-es depolarizald araminjekcio).

Tovabbi kisérleteink soran azokra a neuronokra fokuszaltunk, melyek esetében
hiperpolarizalt nyugalmi membranpotencialon (-80 mV-on) 50 ms-nal nagyobb tiizelési késést
tapasztaltunk. Els6ként azt probaltuk igazolni, hogy a tranziens kifelé¢ iranyulo aram felelés az
akcios potencial késéséért. Ehhez aram clamp tizemmodban 100 pA négyszog alaka
araminjekciot alkalmaztunk -80 mV-rél, mellyel akcids potencial sorozatot valtottunk ki. A
késés ebben az esetben 174,57 +24,7 ms (57,3- 718,9 ms) volt. Ezt kovetéen TTX jelenlétében,
fesziiltség clamp elrendezésben depolarizacié aktivalta kifelé iranyuld aramot tudtunk mérni
hiperpolarizald és depolarizald eléimpulzusokkal (1d. Eszkozok és modszerek, 10. abra). A
tranziens kifelé irdnyuld 4ram leszalld szarat illesztettilk egy exponencialis tagot tartalmazé
fiiggvénnyel, ahol a decay tau 75 +17,5 ms (14,3 - 477,4 ms) volt. Erds linearis korrelaciot
talaltunk abban az esetben, ha ugyanazon neuron (n = 18) A-aramanak decay tau értékét az
akcios potencial késésének fliggvényében abrazoltuk (meredekség = 0,69; R?=0,67). Az akcids
potencialok késésének értékeinek térbeli megoszlasat is vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a
hosszabb késéssel (> 250 ms) rendelkezé neuronok inkabb caudalisan helyezkedtek el, mig

kisebb késési idovel a rostralisan elhelyezkedd neuronok rendelkeztek.

Az atlagos késési id6 a pars compactaban 205,3 = 59 ms, mig a pars dissipataban 1évo

neuronok esetében 71,4 + 15,5 ms volt. Ebbdl megallapithatjuk, hogy az atlagos késési id6 a
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caudalisan 1évé neuronok esetében szignifikdnsan hosszabb volt, mint a rostralisan

tanulmanyozott neuronok esetében (p=0,003; 20. abra, A-C).

Osszegezve az eredményeinket az A 4arammal rendelkezé neuronokat tovabbi két

alcsoportba sorolhatjuk:

1. Korai tiizelésii neuronok csoportja, ahol az elsé akcids potencial megjelenése a stimulus
kezdetéhez képest kevesebb, mint 250 ms beliil kovetkezett be.

2. Késoi tiizelésli neuronok csoportja, ahol a késés idotartama hosszabb volt, mint 250 ms
(hasonldan a bazalis eldagyi neuronokhoz, Unal és mtsai. 2012). Ez utobbi csoport tehat
az A-arammal rendelkezd kolinerg neuronok egy kisebb alcsoportjat képezik, melyek

caudalisan helyezkednek el (19%, n = 4; 20. abra, D - E).
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20. abra. A tranziens Kkifelé mené Arammal rendelkezé neuronok alcsoportjai. A. Korai- (fels6
sor) és késoéi tiizelési neuronokon (alsé sor) mért fesziiltség- és aramgoérbék. Bal oldali panelek:
hiperpolarizalo  (fekete) és depolarizalo  (piros) eléimpulzusok utani  depolarizalo
fesziiltséglépcsokkel mért aramok. Jobb oldali panelek: -80 mV nyugalmi membranpotencialrol
kiindul6 100 pA aram injekcid hatasara mért fesziiltséggorbék. B. Az els6 akcios potencial késés
¢és az A-aram decay tau értékek statisztikai 0sszefoglalasa (sziirke kor: adatpontok, fekete négyzet:
atlag £ SEM). C. Az A-aram decay tau-ja az els6 akcios potencial késésének fliggvényében. Fekete
korok: adatpontok, piros vonal: linearis illesztés. D. Az eltérd késéi idovel rendelkez6 neuronok
abrazolésa térbeli dbran. Kék kor: kevesebb mint 50 ms-os késés (nincs A-aram), sarga kor: 50 ms-
250 ms kozotti késés (korai tlizelésti neuron), piros kor: 250 ms-nal hosszabb késés (késoi tiizelésti
neuron). A késéi tiizelésii neuronok caudalisan helyezkednek el, a PPN pars compacta teriiletén. E.
A PPN rostralis és caudalis teriiletén elhelyezkedd neuronok akcids potencial késéseinek

Osszehasonlitisa. Az oszlopdiagramon é4bréazolt csillagok a szignifikancia szintjét jelzik, (*) p<

0.05, (**) p< 0.01, (***) p< 0,001.

A tovabbiakban a neuronok magas kiiszobli membran oszcillacioit (HTO) vizsgaltuk.
Ezeket az oszcillaciokat kiilonbozo fesziiltségfiiggd kalcium- és kaliumcsatornak hatarozzak
meg (Kezunovic és mtsai. 2011). Szemben Kezunovic és mtsai. (2011) megallapitasaval, az

oszcillaciok nem minden PPN neuronra jellemzéek. A kolinerg neuronok egyik jellemzd
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tulajdonsaga, GABAerg ¢és glutamaterg neuronokon nem lattuk ezeket (Bordas és mtsai. 2015;

nem kozolt adatok). Ezt a megallapitast a jelen vizsgalataink soran is megerdsitettiik.

Ahhoz, hogy a magas kiiszobii oszcillaciok vizsgalatahoz adekvat protokollt valasszunk,
elokisérleteink soran feltartuk, hogy -60 mV-os nyugalmi membranpotencial-értéknél
ugyanolyan oszcillacios frekvenciat és powert mériink, mint -50 mV-nal, tehat egyik méréshez
sem jarul hozza alacsony fesziiltség aktivalt, T tipusu kalciumcsatorna (n = 16). Ennek
megfeleléen -60 mV-os nyugalmi membranpotencidlrél mértiink. Nem taldltunk kiilonbséget
az oszcillacios aktivitasban, ha a gyors szinaptikus neurotranszmisszio érintetlen volt vagy
blokkoltuk (n = 5), igy a késobbiekben a szinaptikus neurotranszmissziot blokkold szereket
nem, csupan TTX-et alkalmaztunk az oszcillacios aktivitas mérése soran. Ugyanakkor, ha
egyes szerzok (Kezunovic és mtsai. 2011) modszerét kovetve a 3 legnagyobb oszcillaciot
analizaljuk és nem a teljes oszcillacidos gorbét, a power maximumnal numerikusan (de nem
szignifikansan; p = 0,08) nagyobb frekvenciaértékeket mériink (n = 24). Mivel azonban a

tetszés szerinti adatszelekcidt nem tekinthetjiik tudomanyos modszernek, maradtunk a teljes

oszcillacios gorbe analizisénél (21. dbra).

21. abra. A magas
Kiiszobi oszcillaciok

el6kisérletes vizsgalata. A.

Reprezentativ oszcillacios

fesziiltséggdrbék TTX

Power (szle)

35+
B C . jelelnlétébe, -60 (fekete) és -
< 301 p=0.41 p=0.08 ! ’ )
201 ET 5] ,—1 50 mV-0s nyugalmi
ES J I l , o .
154 %2 204 membranpotencidlrél mérve
ED
9 15- (piros). B. A fenti
104 2%
< % 10+ oszcillaciok power spektruma.
N
5 P .
R C. A power maximum
70 20 30 40 50 PR 6\4*,.0(06 . & oszcillacids  frekvencidjanak
Frekvencia (Hz) PN @;\rz,@é);o statisztikai ~ dsszehasonlitasa
& ,@Q\Q,g K _
% 049 kiilonb6z6 membranpotencial

értékekrol és arbitralis adatszelekcidval (kék oszlop), valamint anélkiil (iires oszlop).
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Az egyes funkcionalis alcsoportokon beliil jelentds kiilonbséget nem talaltunk a HTO-
k frekvenciajanak és amplitudojanak a tekintetében. Abban az esetben, ha az egyes neuronokon
mért HTO aktivitas power maximumat és az ahhoz tartozo frekvenciaértéket korrelaltattuk a
neuron topografiai helyzetével, a kovetkezo eltéréseket talaltuk. A pars compactaban a
neuronokat 6,59+ 3,8 mV?/Hz power és 23,07 = 4,9 Hz frekvencia jellemezte, mig a pars
dissipataban 1évé neuronok esetében 18,85 + 5,08 mV?/Hz powert és 12,08 + 2,01 Hz
frekvenciat mértiink (n = 10). Megallapithatjuk, hogy a PPN caudalis teriiletén 1év6é neuronok
magasabb frekvencidval és alacsony amplitidoval, mig a PPN rostralis részén 1évok alacsony

frekvenciaval és nagyobb amplitadoval oszcillaltak (22. abra, A-C).
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22. abra. A PPN magas kiiszobii oszcillacios aktivitasanak vizsgalata. A. Az oszcillacios
power maximumok a power maximumnal mért frekvencia fliggvényében a pars compacta és dissipata
esetén. Az egyes atlagoknal egy-egy reprezentativ oszcillacids fesziiltséggorbe lathatd. B-C. Az
oszcillacios aktivitas rostrocaudalis gradiensének bemutatasa. D. Reprezentativ oszcillacios és
akciospotencial-sorozat fesziiltséggdrbék. Az egy oszlopban elhelyezkedd gérbék ugyanazon neuronrél
keriiltek rogzitésre. E. Az akciospotencial-tiizelési frekvencia a power maximumhoz tartozo
oszcillacios frekvencia fliggvényében (fekete pontok: individudlis adatok, piros egyenes: linearis
illesztés). F. Oszcillacios és akciospotencial-gorbék kontroll kortilmények kozott (fekete) és CdCl
jelenlétében (piros). G. A tiizelési frekvencia CdCl, hatasara bekdvetkezd valtozasanak statisztikai
analizise. Az oszlopdiagramokon abrazolt csillagok a szignifikancia szintjét jelzik, (*) p< 0.05, (**)
p< 0.01, (***) p< 0,001.
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Béta frekvenciatartomanynak (14-30 Hz) megfeleld HTO-kkal rendelkez6 kolinerg
neuronokat mindeniitt taldltunk a PPN rostrocaudalis tengelye mentén. Azok a neuronok,
amelyek membranpotencial oszcillacioi theta/alfa (4-7/8-13 Hz) frekvenciatartomanyban
voltak, rostralisan helyezkedtek el. Ezzel szemben azok a kolinerg neuronok sejttestjei, melyek
alacsony gamma (30 Hz feletti) frekvenciatartomanyu HTO-kat mutattak, a PPN caudalis
terliletén foglaltak helyet (22. abra, A-C). Az oszcillaciok frekvencidja és a 120 pA
depolarizald, négyzet alakti araminjekcio hatasara kialakult akcids potencialok tiizelési
frekvenciaja kozott jelentds linedris korrelaciot talaltunk (meredekség: 0,7, R?= 0,57; n = 30;

22. abra, D-E).

Annak érdekében, hogy még inkabb megerdsitsiik a tiizelési és oszcillacios frekvenciak
kozti Osszefiiggést, az oszcillaciokat 50 umol/l CdClz-vel blokkoltuk. Bar az irodalomban
inkabb 100 umol/l1 CdCl,-t hasznalnak, mi alacsonyabb koncentracié mellett dontottiink, hogy
a magban jelenlevd, asztrocitafliggd neuromodulacios folyamatokat ne zavarjuk vele. A CdCl
ugyanis, mint az asztrocitdk Na*-Ca?* cseremechanizmusanak gatloszere, a gliotranszmissziot
képes befolyasolni (Parpura és mtsai. 2016). Ugyanakkor az alacsonyabb CdCl, koncentracié

is képes volt az oszcillaciok teljes gatlasara (23. abra). A CdCly alkalmazasanak

A eredményeképpen, az oszcillacidos aktivitas
gatlasaval parhuzamosan az akcids potencidlok

kontroll . . o
L - ¥-  tiizelési frekvenciaja szignifikdnsan emelkedett.
A CdCl; alkalmazasa elétt mért tiizelési
CdCly 1 min frekvencia 6,71 + 1,04 Hz volt, mely 15,38 + 1,42

Hz-re novekedett (p= 0,0006, n=7; 22. abra, F-G).

23. abra. CdCl, hatiasa a HTO aktivitasra. A. A
CdCl, mintegy 5 perc alatt a HTO-k teljes gatlasat
okozta. B. A fenti mérések power spektruma, az A

panel szinkodjaval.

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Frekvencia (Hz)
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A fenti kisérleteinken tl kerestiik az oszcillaciok eredetének helyét, melyhez egyidejt
széma-dendrit patch clamp méréseket végeztiink (n = 10). A vizsgalatok soran az adott neuron
dendritjének eredési pontja és a dendritikus mérési pont kdzott atlagos tavolsag 21,44 + 4,96
um volt (24. abra, A-B). Azt talaltuk, hogy a dendriten 1év6 oszcillaciot alacsonyabb power
(9,77 £ 6,57 mV%/Hz) és majdnem azonos frekvencia jellemezte a szoma adataihoz képest
(20,13 + 8,55 mV?/Hz power, és 1,41 Hz frekvencia). A power érték kiilonbsége ugyan nem
szignifikans a nagy szoras miatt, de szdzalékban kifejezve lathatjuk, hogy a dendriteken mért
oszcillacié power értéke 39,7 £ 12%-a a szoman mért oszcillacionak, a frekvencia pedig kozel
azonos (102 + 11%, 24. ébra, C-E). Ez az arany megfelel az elektromos impulzusoknak a
szémarol dendritre torténd passziv terjedésekor tapasztalt aranynak. Ugyanis, amikor a szoman
alkalmazott négyzet alaki aramimpulzus fesziiltség valtozasait mérjilk mindkét teriileten, azt
tapasztaljuk, hogy a szoman bekovetkezé fesziiltségvaltozas 42,4 + 4%-a jelenik meg a

proximalis dendriten.

Osszegezve a HTO-val kapcsolatos megallapitdsainkat elmondhatjuk, hogy a PPN két
régidjaban, a caudalis pars compactaban ¢és a rostralis pars dissipataban 1évé neuronok eltérd
frekvenciaval oszcilldlnak. Ezek az oszcillaciok nagyobb amplituddval jelennek meg a szoman
¢s feltehetdéen a passziv terjedésnek megfeleld dekrementtel haladnak tovdbb a dendritre.

Tovabba, az oszcillacids aktivitas korrelal a neuronok tiizelési frekvencidjaval.
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24. abra. A szomatikus és dendriten mért HTO-k 6sszehasonlitasa. A. (bal oldali panelek)
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A dendritikus (piros csillag) és szomatikus mérési pontok (fekete csillag) fluoreszcens mikroszkopos
felvételen, a patch clamp mérés alatt. (jobb oldali panelek) Ugyanezen neuron biocitines jel6lése (z61d)
¢s tdTomato pozitivitasa ChAT-tdTomato mintdban. Kalibracié: 50 pm. B. A széma és a dendrit mérési
pontjai, az A panelen lathaté neuron rekonstrualt képén. Kalibracio: 50 um. C. Oszcillacios aktivitas a

szomarol és a dendritrél. D-E. A szomatikus és dendritikus oszcillaciok statisztikai dsszehasonlitasa.
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A laboratoriumunk egy korabbi munkéjaban kimutatta, hogy a PPN SIC-ei a kontroll
SIC aktivitds fliggvényében mutatnak valtozasokat kiilonb6zé neuromoduldcids hatasokra,
csupan a kontroll SIC aktivitastol, és nem az egyes neuromodulacids hatasoktol fiiggé moédon
(7. abra, C-D). Az eddig vizsgalt neuromodulacios (muszkarinos kolinerg, szerotoninerg,
kannabinoid) hatasok legalabb részben asztrocita-fliggé moédon egyes neuronokon toénusos
befelé iranyuld, mas neuronokon tonusos kifelé iranyuld aramokat valtottak ki. A neuronok
egy része a fenti neuromodulaciés hatasokra nem valaszolt. A fenti neuromodulacids
hatasokkal szemben az orexin, ismert direkt neurondlis tdmadasponton hatva, kizardlag
depolarizalja a PPN neuronokat (Kim és mtsai. 2009). Kisérleteink tovabbi részében azt
vizsgaltuk, hogy a tonusos aramokra a tobbi vizsgalt neuromoduldcios hatastdl eltéréen hato

orexin a SIC-ekre is eltéréen hat-e.

El6szor megismételtiik az irodalmi attekintésben korabban ismertetett kisérleteket (Kim
¢és mtsai. 2009; Kohlmeier ¢s mtsai. 2008; Ishibashi és mtsai. 2015). Ezt egyrészt azért tettiik,
hogy megtudjuk azt, hogy a mi kisérleti elrendezésiinkben reprodukalhatoak-e a korabbi
eredmények, masrészt azért, mert az itt vizsgalt paraméteteket a SIC-ekkel egyszerre mértiik és
igy volt lehetséges késobb a SIC-eken és a tobbi paraméterben bekodvetkezd valtozasok

korrelaltatasa.

Kisérleteinkbe 21 PPN neuront vontunk be, amelyek koziil 8 db kolinerg, 5 db nem-
kolinerg és 8 db nem azonositott volt. A harom neuronpopulacid kozott nem lattunk
kiilonbséget az EPSC-ken, tonusos aramokon és SIC-eken latott hatdsokban. Valamennyi
orexines kisérleiinket nominalisan magnéziummentes oldatban végeztiikk annak érdekében,
hogy a SIC-ek spontan eléfordulasat valoszinlibbé tegyiik (Kovacs és Pal, 2017). 200 nmol/1
orexin-A alkalmazasakor -17,32 + 3,11 pA amplitud6ji tonusos befelé¢ iranyuld aramot
mértiink, ami szignifikdnsan kiilonbozott a tartdaram kontroll koriilmények kozott mért, -0,98
+ 3,11 pA amplitddoji ingadozasatol (p = 0,0001; 25. abra, A-C panel). A korabbi
publikacionkban a ténusos dram meglétének vagy hidnyanak az altalunk megéllapitott hatara
3,5 pA volt (Kovécs és Pal, 2017). Ennek a kritériumnak alapjan egy esetben kismértékii kifelé

iranyulo aramot (+5 pA) talaltunk, egy tovabbi esetben nem volt tonusos aram (-3 pA), de a
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tovabbi 19 esetben befelé iranyuld tonusos aramot lattunk. Az esetek nagy részében ez a hatas

kimoshatonak bizonyult, a kontrollhoz viszonyitva -3,12 + 1,67 pA tonusos aram maradt vissza.

A tonusos aram kialakulasaval parhuzamosan a sEPSC frekvencia szignifikdnsan
megndvekedett. A sSEPSC amplitudé nem novekedett szignifikdnsan, de novekedési tendenciat
mutatott (25. abra, D-E). A frekvencia a kontroll 279 + 41%-ara emelkedett orexin alkalmazasa
soran (0,16 = 0,04 Hz-r610,32 + 0,08 Hz-re, p = 0.04), a kimosas soran a frekvencia 0,21 + 0,07
Hz-re (a kontroll 114 + 15%-ara) tért vissza. Az amplitudo a kontroll 119 + 12%-ara nétt orexin
jelenlétében (20,33 + 2,18 pA-r6l 23,32 + 2,9 pA-re), a kimosas soran 21,63 + 3,62 pA-re (a
kontroll 99,9 + 1,8 %-ara) tért vissza. Az orexin zajszerlien jelentkezd, alacsony kiiszobli
oszcillaciokat is aktivalt. A kontroll €s az orexin hatdsa soran mért géorbék power spektrumanak
egyetlen exponencialis tagot tartalmazd fliggvénnyel torténd illesztései szignifikdnsan

kiilonboztek egymastol (p = 0,0001; 25. abra, F-G).

25. abra. Az orexin hatasa a PPN neuronok tartéaramara és szinaptikus eseményeire. A. A
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tartoaram valtozasai (fekete: kontroll, piros: orexin, kék: kimosas). B. Az A panelen lathato gorbék 1

perces szakaszainak hisztogramjai (fekete és sziirke: a kontroll mérés két kiilon szakasza, piros: orexin,
kék: kimosas). C. A tartdaram valtozasai. k.: kontroll; o.: orexin; m.: kimosas; sziirke korok:
individualis adatok; négyzetek: atlag+ SEM. D. A sEPSC frekvencia valtozasainak oszlop diagrammjali
numerikus (jobb) és a kontrollra normalizalt (bal) adatok esetén. E. A sEPSC amplitado valtozasainak
oszlop diagramjai numerikus (jobb) és a kontrollra normalizalt (bal) adatok esetén. F. 10 s hosszusagu
kontroll (fekete), orexin hatasa alatti (piros) és kimosast kovet6 (kék) gapfree mérése. G. A gapfree
mérések power spektrumainak atlagai £ SEM (fekete: kontroll, piros: orexin). Az oszlopdiagramokon
abrazolt csillagok a szignifikancia szintjét jelzik, (*) p< 0.05, (**) p< 0.01, (***) p< 0,001.
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A PPN SIC-einek SEPSC-ktdl torténd elkiilonitését a laboratorium korabbi munkajaban
mar elvégezte (Kovacs és Pal, 2017). A korabbi eredményeket megerdsitettiik azzal, hogy az
ebbe a tanulményba bevolt SIC-ek és sSEPSC-k paramétereit is dsszevetettiik. SIC-ek a vizsgalt
21 neuron koziil 7 neuronon voltak kontroll koriilmények kdzott mérhetdek 0,33 + 0,08/perc
frekvencidval. Osszesen 58 SIC-et regisztraltunk kontroll koriilmények kozott. A SIC-ek
felszalloszaranak idétartama ("rise time") 216,65 £ 30,2 ms volt (33.5 és 774 ms kozotti
tartomanyban), mig a SEPSC-k esetén 5,9 + 0,07 ms volt (0,3 és 16,9 ms kozotti tartomanyban).
Az értékek nemcsak szignifikdns kiilonbséget mutattak (p < 0.0001), hanem élesen elvalo
tartomanyokat formaltak. A leszalloszar idéallandoja ("decay tau") is hasonld kiilonbségeket
mutatott: a SIC-ek esetén ez az érték 722 + 97 ms volt (70 — 2244 ms kdzott), a SEPSC-knél
16,2 = 0,2 ms (1,4 és 40,7 ms kozotti; p < 0.0001). A kétfele esemény amplituddja ugyan
hasonldan szignifikans kiilonbséget mutatott (108,36 + 17,63 pA, 14,5 - 608,2 pA a SIC-ek és
22,94 + 0,19 pA, 7,12 — 114,2 pA kozott a sEPSC-k esetén; p < 0.0001), de itt mar taldlhatod
volt valamekkora numerikus atfedés az adatok kozott. Ahogy korabban is megfigyeltiik az
események egymassal nem atfedd kinetikai sajatsagai jo alapot szolgaltatnak a kétféle esemény

elkiilonitésére (26. abra)
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26. abra. A PPN sEPSC-inek és SIC-einek dsszehasonlitasa. A. Egy reprezentativ SIC (fekete) és
sEPSC (z6ld). B. Az EPSC-k és SIC-ek paramétereinek statisztikai 6sszehasonlitdsa. A piros négyzeten
jelolt adattartomanyok a nyillal jelolt koordinatarendszerben keriiltek kinagyitasra. Sziirke korok:

individualis adatok, négyzetek: atlag + SEM.
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8 neuron esetében sem kontroll esetben, sem orexin alkalmazasakor nem jelentek meg

SIC-ek. A tovabbi 13 esetben az orexin a SIC-ek megjelenését megvaltoztatta (27. abra, A-B).

9 alkalommal a SIC aktivitas alacsony volt kontroll kdriilmények k6zott (a toltésmozgas
2 pC/perc alatti volt). Ezekben az esetekben az orexin megndvelte a SIC-ek frekvenciajat (0,06
+ 0,03/percrdl 0,34 + 0,08/percre, p = 0,003). Kimosaskor a frekvencia a 0,04 £ 0,02/perces
értékre tért vissza (az orexines hatédssal 6sszehasonlitva, p = 0,001). A toltésmozgas az orexin
hatasara 0,49 + 0,26-r61 5,6 = 2,1 pC/percre nétt (p = 0,01), mig kimosaskor 0,85 + 0,42
pC/percre tért vissza (p = 0,047). Az amplitido és a SIC-ek kinetikai paraméterei nem valtoztak
(27. abra, C, E, G).

Abban a 4 esetben, mikor a SIC aktivitds mar kontrollban magas volt (a toltésmozgas 2
pC/perc feletti volt), az orexin a SIC frekvencia €s toltésmozgas tendenciaszerii csokkenését
okozta. A frekvencia 0,52 = 0,05/percr6l 0,28 +0,12/percre csokkent (a kontroll 52 + 12%-ara),
mig a toltésmozgas 60,95 + 30,6 pC/percrdl 22,7 + 12,4 pC/percre (a kontroll 32 £ 10%-ara;
27. abra, D, F, H).

Ha a SIC-ek altali toltésmozgas valtozasait a kontroll SIC t6ltésmozgas fliggvényében
abrazoltuk, a pontok illesztése egyértelmii linearis osszefliggést tart fel (R? = 0,92; 27. abra, I
panel). Ha a SIC-¢k altali t6ltésmozgas valtozasait a SEPSC-k valtozasanak vagy a kialakulo
tonusos aramnak a fliggvényében abrazoltuk, semmilyen vagy csak gyenge linearis korrelaciot

tapasztaltunk (R? = -0,05 és 0,11; 27. 4bra, J, K).

Elvégeztiik az orexin SIC-ekre kifejtett hatasanak Osszehasonlitasat a SIC-eken
érvényesiilé mas neuromodulacios hatasok (muszkarinos kolinerg, szerotoninerg, kannabinoid)
SIC-ekre gyakorolt, korabban mar kozolt hatasaival (Kovacs és Pal, 2017). Azt figyeltiikk meg,
hogy az orexin altal a SIC-ekre kifejtett hatds nem mutatott kiilonbséget mas neuromodulacios
hatasokkal (28. abra, A). Eles kontrasztként azonban azt lattuk, hogy mig a tobbi
neuromodulaciés hatas befelé és kifelé iranyuld tonusos aramokat is kelthet, addig az orexinnél

a befelé iranyuld tonusos aramok erés dominanciajat figyelhettiik meg (28. abra, B).

72



A kontroll orexin-A kimosas

~ x| ™
T -

B kontroll ; orexin-A kimosas

* k% k * %

=

C°'5 D 07 I s 20
2 = E 0 ey
So4 E£0B § 40 60 80 100 120 140
= - =05 ;&-20 SIC teriilet (pC/min)
s 0.4 S -40
o o 2
S 02 503 © -60
(2]
5 o $ 02 <-80
w 0 w94 100 s
0.0 120 g AN
m. o
Ea
%‘ g SIC teriilet (pC/min)
= 8 10 12 14 16
2
O -4
@ 6 N
8 7 N
10 &) [ ]

£
£ 0
3
< L
& sEPSC frekvencia %
2 °
m. £ 60
9]
@ -80
2
i -100
~ o] 120 L
£ b
E 8 2 0]
¥ : K .
£ 64 = —
g £ 40 T30 20 = 10
% N AAram (pA) Ko
5 4 g 40]8
5 iad 5 ® o]z
& 2 = F
1] -804 &
0 1004 %
. 1201 @

27. abra. Az orexin hatasa a PPN neuronok SIC-eire. A-B. Reprezentativ SIC mérések. A.
Egy reprezentativ mérés, ahol az orexin a SIC-ek toltésmozgasat megnovelte. B. Masik
reprezentativ mérés, ahol az orexin a SIC-ek frekvencidjat és toltésmozgasat csokkentette.
Csillagok: SIC-ek, nyillal jelolt gorbék: a fenti gorbék kinagyitott részletei. C-H. A SIC-ek
paramétereiben orexin hatisara bekovetkezett valtozasok statisztikai adatai (k.: kontroll; o.:
orexin; m.: kimosas) C, E, G. Azon adatok statisztikai 0sszesitése, ahol az orexin a SIC-ek
kialakulasat serkentette. D, F, H. Azon adatok statisztikai dsszesitése, ahol az orexin a SIC-ek
kialakuldsat gatolta. 1. A SIC-ek teriiletének (toltésmozgasanak) valtozasai a SIC kontroll

koriilmények kozotti toltésmozgasanak fiiggvényében. Fekete pontok: individualis adatok,
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piros egyenes: linedris illesztés; szaggatott egyenes: x = -y fliggvény (az adatpontok ide kell
hogy essenck teljes gatlas esetén). A piros négyzeten jeldlt adattartomanyok a nyillal jelolt
koordinatarendszerben keriiltek kinagyitasra. J. A SIC-ek teriiletének (toltésmozgasanak)
valtozasai a sEPSC-k frekvenciavaltozasanak fiiggvényében. K. A SIC-ek teriiletének

(toltésmozgéasanak) valtozasai a tartdaram valtozasanak fliggvényében.
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28. abra. Az orexinerg és mas neuromodulaciés hatasok dsszehasonlitasa. A. A SIC-ek teriiletének
(toltésmozgasanak) valtozasai a SIC kontroll koriilmények kozotti toltésmozgasanak fliggvényében.
Piros pont: individualis adatok az orexines kisérletb6l, sziirke négyzet: individualis adatok karbakollal,
sziirke haromszog: individualis adatok szerotoninnal, sziirke kor: individualis adatok WINS55, 212-2-vel
(a sziirke szimbolumok Kovacs és Pal, 2017 adatai), szaggatott egyenes: x = -y fliggvény (az adatpontok
ide kell hogy essenek teljes gatlas esetén). A piros négyzeten jelolt adattartomanyok a nyillal jelolt
koordinatarendszerben keriiltek kinagyitasra. B. A SIC-ek teriiletének (t6ltésmozgasanak) valtozasai a

tartoaram valtozasanak figgvényében. Jelmagyarazatért 1d. az A panelt.
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7. MEGBESZELES

A jelen dolgozatban valaszt kerestlink arra a kérdésre, hogy a PPN kolinerg neuronok
hagyomanyos in vitro elektrofiziologiai csoportositisa megallja-e a helyét a transzgén
technikakkal azonositott kolinerg neuronok esetén is. Arra a kérdésre is valaszt kerestiink, hogy
ujabb csoportositasi lehetdségeket, esetleg a funkcionalis tulajdonsiagok rostrocaudalis
gradiensét fel lehet-e tarni. A masik fontos kérdés, amire valaszt kerestiink, az az volt, hogy az
orexinerg neuromodulacidonak van-e asztrocita fliggd komponense. Ha igen, azonos-e ez a

komponens a mas neuromodulacids hatasok sordn latottakkal.

Roviden osszefoglalva, azt allapitottuk meg, hogy a PPN neuronok hagyomanyos
elektrofiziologiai csoportositasa megéllja a helyét transzgén technikak alkalmazasa esetén is.
Az A-drammal rendelkezd kolinerg neuronok kozott két tovabbi csoportot, a korai és késoi
tiizelésti neuronok kategoriait mutattuk be. Feltartuk, hogy korai és késdi tiizelésti neuronok,
valamint az alacsony €s magas frekvenciaji membranpotencial-oszcillacidt mutatdé neuronok a

mag rostrocaudalis tengelye mentén ekiiloniilnek.

Kimutattuk tovabba, hogy az orexinerg neuromoduldcié asztrocitdkon keresztiil
érvényesiilo része a SIC-ekre kifejtett hatdsat nézve megegyezik a tobbi neuromoduldcios
hataséval. A SIC-ekre kifejtett neuromodulacids hatas feltehetéen egy aspecifikus, kozos

komponense lehet a mag neuronjainak aktivitasat megvaltoztaté hatasoknak.

Eredményeink alapjan kijelenthetjiikk, hogy a ChAT-tdTomato egérmodell alkalmas a
kolinerg neuronok funkcionalis tulajdonsdgainak vizsgéalatara, és haszndlatdval megerdsithetd
az eddig leirt funkciondlis csoportok megléte. Megerdsitettiik a HTO-k jelenlétét a kolinerg

neuronokon és bebizonyitottuk, hogy az akcios potencial tiizelési frekvenciajat meghatarozzak.

A korédbbi adatok megerdsitése mellett (jdonsagként bemutattuk, hogy a kolinerg
neuronok kiilonbozd funkciondlis csoportjai a PPN caudalis és rostralis teriiletén eltérd
aranyban talalhatéak. Az LTS-ek a PPN kolinerg neuronokon ritkan valtanak ki akcios
potencidlt és elsésorban a PPN rostralis teriiletén 1év6 kolinerg neuronok tulajdonsaga. Azokat

a neuronokat, amelyek A drammal rendelkeznek (II. és III. tipus), tovabbi alcsoportokra tudtuk
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osztani. igy kiilonboztettiink meg korai és késéi tiizelésii alcsoportokat, melyek koziil a késéi

tiizelésti csoport inkabb a PPN caudalis részén volt megtalalhato.

A magas frekvenciaval és alacsonyabb powerrel rendelkezé HTO-k a PPN caudalis
részén voltak, mig a magas powerl, alacsonyabb frekvenciaji HTO-k inkabb a rostralis
terlileten voltak lathatoak. Emellett megallapitottuk, hogy a HTO-k magasabb amplitidot

mutattak a szoman, mint a proximalis dendriten.

A PPN kolinerg neuronjainak funkcionalis tulajdonsagairdl szold tanulmanyok nagy
része valtozatos modszereket hasznalt a kolinerg neuronok azonositasara. A legtébb in vivo és
szelet-elektrofiziologiai tanulmany az esetek nagy részében post hoc neuronalis azonositast és
immunjel6lést hasznalt. In vivo (Steriade és mtsai. 1990; Datta és Siwek, 1997) és szelet-
elektrofizioldgiai tanulmanyok (Kamondi és mtsai. 1992) is alkalmaztak a NADPH diaphoraz
vagy bNOS jelolést a kolinerg neuronok azonositasara (Ye és mtsai. 2010). A bNOS jelolés a
régioban levd kolinerg neuronoknak specifikus jelolése, a ChAT és bNOS jelolés kozott
majdnem teljes atfedés van (Veleanu és mtsai. 2016; Sugaya és McKinney, 1994). A Kkolinerg
neuronok azonositasanak a legelterjedtebb modszere a ChAT immunhisztokémia: szamos
szelet-elektrofiziologiai tanulmany (Mena-Segovia és mtsai. 2009; Luquin és mtsai. 2018;
Takakusaki és mtsai. 1996) és in vivo munkak is alkalmazzak (Gut és Winn, 2015; Mena-
Segovia és mtsai. 2008b). Alternativ modszerként vezikularis acetilkolin transporter (VACHT)
immunjel6lés (Boucetta és mtsai. 2014) vagy egy sejten végzett (,,single cell”’) RT-PCR-t is
hasznalnak a ChAT lathatova tételére (Saitoh és mtsai. 2003). Miutan a transzgén technikak
elérhet6vé valtak patkanyok és egerek vizsgalataihoz, szamos in vivo tanulmanyban hasznalnak
kolinerg neuronok azonositdsara ChAT promoter alatt cre-t kifejezd allatokat. Miutdn a
kisérleti allatot cre-dependens virusokkal injektaltak, azok a ChR2 mellett sarga fluoreszcens
proteint (,,yellow fluorescent protein”, YFP) vagy mCherry fehérjét fejeztek ki, mas
tanulmanyokban a hM3 receptorral egyiitt kifejez6dé mCherry-vel tették a kolinerg neuronokat
lathatova (Kroeger és mtsai. 2017).

Bér volt néhany tanulmany, ahol genetikailag azonositott kolinerg neuronokon torténtek
mérések -pl. amelyek az M aram jelenlétét mutattak ki (Bordas és mtsai. 2015), a tiizelési

frekvencia adaptacio kiilonbségeit (Petzold és mtsai. 2015), vagy neuromodulacios hatasokat
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(K6szeghy és mtsai. 2015; Ishibashi és mtsai. 2015) demonstraltak-, a membrantulajdonsagok
szisztematikus analizise genetikailag azonositott PPN kolinerg neuronokon eddig még nem

tortént meg.

Az irodalmi adatokkal 6sszhangban (Ishibashi és mtsai. 2015) mi is bemutattuk, hogy a
ChAT—tdTomato egér modell eredményesen hasznalhatd neuronok funkcionalis
paramétereinek vizsgalatdhoz. Minddssze elhanyagolhaté szami tdTomato-pozitiv neuron
bizonyult ChAT-negativ neuronnak az immunhisztokémiai vizsgalat soran. Az Gsszes jelolt
neuron 11%-a mutatott ChAT poztivitast immunhisztokémiaval, melyek ugyanakkor nem
expresszaltak tdTomato-t. Ez az eredmény felveti azt, hogy a kolinerg neuronok egyik eltérd
alcsoportjat nem vettiik figyelembe, amikor csupan genetikailag azonositott kolineg neuronokat
vizsgaltuk. Ezt a lehet6séget azonban szerencsére nem tamogatja az egyetlen tanulmany, mely
mindkét jelolési modot alkalmazta a kolinerg neuronok azonositasara. Itt ugyanis a tdTomato
expresszid €s az immunhisztokémiai azonositas segitségével azonositott neuronok azonos
aranyban rendelkeztek M-arammal (Bordés és mtsai. 2015). Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy
a kolinerg neuronok altalunk is hasznalt genetikai azonositasa megbizhat6 technika a kolinerg

neuronok neurokémiai azonositasahoz.

A PPN-ben 1év6 neuronokat hagyomanyosan 3 nagy csoportra osztottak a
membransajatsagaik alapjan. Az |. tipust neuronok kalcium konduktanciak altal okozott LTS-
burst tiizelést szamukra. A Il. tipusu neuronok A arammal rendelkeznek, a III. tipust neuronra
pedig mindkét tulajdonséag jellemzd vagy egyik sem (Takakusaki és mtsai. 1996; Kamondi és
mtsai. 1992; Leonard és Llinas, 1988; Leonard és Llinas, 1994). Az egyik tulajdonsaggal sem
rendelkez6 tipust I'V. tipusnak is irjak az irodalomban esetenként (Ye és mtsai. 2010). Ez utobbi
tipus, mely egyik tulajdonsaggal sem rendelkezik, jelen vizsgalatainkban IIIK. tipusként
szerepel, ahol a ,,K” jelzét Kang és Kitai szerzék utan kapta. Ok voltak az a szerzoparos, aki
elszor leirta ezt a neurontipust (Kang és Kitai, 1990). A tovabbiakban a félreértéseket
elkeriilendé az irodalmi adatokban eléforduld nem egységes jelolést is leforditottuk a sajat
csoportositasi kodjainkra, hogy 0Osszehasonlithatok legyenek a mi adataink szamos mas

szerzOtol szarmaz6 adatokkal (Id. még 2. tablazat).
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A legtobb irodalmi adat szerint a Il. tipusi neuronok fordulnak el6 leggyakrabban a
PPN-en beliil (Takakusaki és mtsai. 1996; Leonard és Llinas, 1994; Ye és mtsai. 2010), az
esetek 52,2-75%-aban. Ezzel szemben Kang és Kitai (1990) azt talalta, hogy mindossze a
neuronok 1/3-a sorolhat6 ebbe a kategoriaba. A neuronok kolinerg és nem kolinerg természetét
is vizsgaltak a tanulmanyokban, és azt talaltak, hogy az dsszes II. tipusu neuron kolinerg volt
(Kang ¢és Kitai, 1990), az I. tipust neuronok kizardlag nem-kolinergek voltak, a nem-kolinerg
neuronok 82%- uk Il. tipusu és 18%-uk Ill. tipust volt (Takakusaki és mtsai. 1996). Mas
tanulmanyban a vizsgalt neuronok 3% bizonyult I. tipusunak, 75% II. tipusu volt, mig 22% II1I.
tipusba volt sorolhatd (Leonard és Llinas, 1994). Erdemes megjegyezni, hogy ezeket a
vizsgalatokat genetikailag nem modositott patkdnyokon végezték. Nagyjabol egybevagoan az
irodalmi adatokkal, a transzgén egéren végzett vizsgalataink soran is azt talaltuk, hogy a
vizsgalt neuronok csak kis része, 12%-a tartozott az I. csoportba és a legtobb (48%) a II tipusu
neuronbol volt. Az eddigi tanulményok nem vizsgaltak azt, hogy az egyes funkcionalis
csoportok elhelyezkedése kozott van-e rostrocaudalis kiilonbség.  Adatainkat elemezve
els6ként mi irtuk le, hogy a Il. tipusu neuronok nagyobb aranyban voltak jelen a PPN caudalis
teriiletén, és a rostralisan elhelyezked6 neuronok 1/3-a tartozott ide. Ez az eredmény azonban
ellentétes egyes szerzok megallapitasdval (Takakusaki és mtsai. 1996) akik azt talaltak,
miszerint a Il. tipusi neuronok inkdbb rostralis iranyba lokalizalodnak. Ennek az
ellentmondasnak feltételezhetéen tobb magyarazata lehet. Egyrészt nem-kolinerg neuronok is
részt vettek Takakusaki és mtsai. (1996) vizsgalataban, masrészt interspecies kiilonbség is

el6fordulhat, mivel Takakusaki patkdnyon, mi pedig egereken dolgoztunk.

Tanulmanyunkban az LTS-ek elofordulasa szintén egy jol tettenérhetd rostrocaudalis
gradienst mutat, ugyanis ezzel a tulajdonsaggal foleg a rostralisan elhelyezkedé neuronok
rendelkeznek. Fontos megjegyezni, hogy a LTS jelenléte nem jelenti feltétleniil azt, hogy a
neuronok burst tipusu tiizelést mutatnak: a neuronok kevesebb, mint 10%-a tiizelt egyetlen
akcios potencialt az LTS csucsan, de 2 vagy tobb akciospotencial sosem jelent meg az LTS
tetején. Ezzel szemben a PPN glutamaterg neuronjainak egy nagyobb hanyada volt képes burst
tiizelésre (nem publikalt adat). Azt is megéllapitottuk, hogy a PPN Vglut2- és ChAT pozitiv

kis alpopulacidja nem homogén és nem azonos més egyéb funkcionalis alcsoportokkal.

Az irodalmi adatok alapjan a kiilonb6zd csoportokba tartozd neuronok morfologiailag
lényegesen eltérnek a szoma teriiletében és a dendritszamban (Takakusaki és mtsai. 1996; Kang
és Kitai, 1990). Mi egyetlen esetben talaltunk potencidlis jelentdséggel birdé morfologiai

kiilonbséget funkcionalis alcsoportok kozott. Az LTS-sel rendelkezd neuronok ugyanis
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jellemzden bipolaris dendritfaval rendelkeztek, mig az LTS nélkiiliek inkabb multipolarisak
voltak. Ezen til semmilyen mas jelentdségteljes korrelaciot nem talaltunk az egyes neuronok
tipusa és a neuronokat jellemzd funkcionalis paraméterek vagy morfometriai adatok kozott.
Olyan 0sszefliggéseket talaltunk ugyanis, hogy a nagy szoma atméro a kis bemend ellenallassal
fligg Ossze, tovabba a hosszu dendritekkel rendelkezé neuronokon tobb dendrit elagazodasi
pont van. Ezek azonban részben a tankonyvi adatok megerdsitése, masrészt konnyen belathatod

evidenciak.

A funkcionalis csoportok felallitasara szolgalo paraméterek (LTS és A-aram) mellett az
irodalom egyetlen mas funkcionalis kiilonbséget irt le: thalamusba projicialo II. tipusu
neuronokat a karbakol gatolta vagy a gatlas és serkentés kombinaciojabdl allo bifazisos valaszt
lattak rajtuk, mig a Ill. tipusi neuronokat a karbakol serkentette (Ye és mtsai. 2010). A
kiilonb6z6é funkcionalis neurontipusok esetében a nyugalmi membran potencialban nem volt
szignifikans kiilonbség (Simon és mtsai. 2010). Mi is szamos mas funkcionalis tulajdonsagot
vizsgaltunk az egyes funkciondlis neurontipusok esetében, és azt taldltuk, hogy a bemend
ellenallas, tiizelési frekvencia adaptacio és a HTO tekintetében nincs szignifikans kiilonbség a
kiilonb6zd csoportok kozott. Az egyetlen kiilonbség minddssze annyi volt, hogy a III. tipusu

neuronok alacsonyabb maximalis tiizelési frekvenciat mutattak depolarizacié hatasara.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az irodalomban eddig hasznalatos eredeti
csoportositas még mindig hasznalhaté a PPN neuronok funkcionalis membransajatsagainak
leirasara. Az LTS jelenlétének rostrocaudalis kiilonbségei, valamint a Ill. tipusi neuronok
alacsony tiizelési frekvenciaja egyiittesen arra utalhatnak, hogy a rostrocaudalis tengely mentén

a kolinerg neuronok funkcidja eltéré lehet (Id. lentebb).

A 1l. és III. tipust neuronok egy jellemzdje, hogy A-drammal rendelkeznek. Ez egy
tranziens, fesziiltségkapuzott kaliumaram, melyrél azt tudjuk, hogy az akcids potencial késését
okozza a depolarizal6 stimulus kezdetéhez képest (Coetzee és mtsai. 1999; Kanold és Manis,
1999; Unal és mtsai. 2012). Az A-aram legkdnnyebben egy olyan depolarizaldo impulzussal
mérhetd, melyet megeléz egy hiperpolarizacio, ami elmozditja az d&ram inaktivaciojat (Coetzee
¢s mtsai. 1999; Birnbaum és mtsai. 2004). Ha az A-arammal rendelkez6 neuronokat

hiperpolarizaljuk, a stimulus kezdetéhez képest az akcios potencial megjelenése késni fog. Az
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irodalmi adatok alapjan az A-aram késéi ideje 50 és 500 ms kozott valtozik. A lassabb
kinetikaval rendelkezé hasonld aramokat ,lassu A-dramnak™ nevezziik, vagy idénként D-

aramnak is (Miller és mtsai. 2008; Unal és mtsai. 2012).

Feltételezhetd, hogy az akcids potencial késése korreldl az A-aram leszalld szaranak
decay tau-javal; kivéve, ha mas konduktanciak is aktivalodnak vele egyiitt és megvaltoztatjak
a membranpotencialra gyakorolt hatasat. FErdekes modon, bar a bazilis eldagyi kolinerg
neuronok korai és késoi tiizelésli neuronokra oszlanak, az A-aram decay tau-ja nem kiilonbozik
a két csoportban (Unal és mtsai. 2012; Bardoczi és mtsai. 2017). A bazalis eléagyi
csoportositashoz hasonloan a mi eredményeink alapjan javasolhat6, hogy az A drammal
rendelkezé PPN kolinerg neuronokat is korai és késdi tiizelésii neuronokra 0sszuk. Szemben a
bazalis el6aggyal, a PPN-ben egy teljesen egyértelmii korrelaciot figyelhetiink meg az A-aram
kinetikaja és az akcios potencial késése kozott. Ujabb rostrocaudalis kiilonbségként, a kés6i

tiizelésii neuronok egy kisebb csoportja a PPN caudalis részén foglalt helyet.

Az A-aramnak a fiziologias akcidspotencidl-tiizelésben betoltott szerepe mellett
feltételezhetd a hozzajaruldsa kiilonbozd korélettani folyamatokhoz is. Azt talaltak, hogy
kisérletesen eléidézett gyulladasos koriilmények kozott a cardiomyocytak A-aramanak
amplitudoja csokkent (Monnerat-Cahli és mtsai. 2014). Ennek alapjan feltételezhetjiik, hogy
neuroinflammatorikus folyamatok a PPN kolinerg neuronjainak tiizelési mintazatat is képesek
befolyasolni azaltal, hogy csokkentik az A-aram amplitudojat és az akcios potencial késést,

hozzajarulva az alvés-ébrenlét ciklusok megvaltozashoz.

Intrinsic membranpotencidl-oszcillaciok az agy szdmos teriiletén megfigyelhetdk.
Ilyenek az entorhinalis kéreg és a neocortex (Llinas és mtsai. 1991; Alonso és Llinas, 1989), az
amygdala (Pape és Driesang, 1998), a thalamus (Garcia-Rill és mtsai. 2013), és a parabrachialis
areaban (Leonard és Llinas, 1990). llyen oszcillaciok a PPN kolinerg neuronjain is
megfigyelhetok (Takakusaki és mtsai. 1997; Bordas és mtsai. 2015). Bizonyos oszcillacios
aktivitasok TTX érzékenyek (Simon és mtsai. 2010; sajat nem publikalt eredmények), mig
masok TTX rezisztensek (Kezunovic és mtsai. 2011; Bordas és mtsai. 2015). TTX-re nem
érzékeny magaskiiszobli membran oszcillaciok mérése nagymértékben depolarizalt membran

potencidl (-30 =15 mV) mellett lehetséges. Ezekért az oszcillaciokért P/Q- és N tipusu kalcium
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csatornak (Kezunovic és mtsai. 2011), valamint dendrotoxin érzékeny és M tipust kalium

csatornak feleldsek.

Az oszcillaciok frekvenciaja 4-16 Hz (Takakusaki és mtsai. 1997) és 4-80 Hz
(Kezunovic és mtsai. 2011) kozott valtozik a theta és beta-gamma tartomanyok kozott. A
szerzOk altal kozolt eltérd frekvenciatartomany oka esetlegesen a Kezunovic és mtsai. (2011)
altal végzett arbitralis adatszelekcid lehet (1. 22. abra, C). Magas amplitudéju alacsony
frekvenciaji oszcillaciokat mutatd neuronok a PPN rostralis teriiletén talalhatok, mig az
alacsony amplitadoji magas frekvenciaji oszcillaciokkal bird neuronok pedig inkabb
caudalisan helyezkedtek el a PPN-en beliil (Takakusaki és mtsai. 1997). Vizsgalataink soran
egyértelmiien megallapitottuk, hogy a PPN kolinerg neuronjainak jellemzd tulajdonsaga a
magas kiiszobti oszcillacié (HTO), fiiggetleniil a klasszikus funkcionalis alcsoportoktdl vagy a
morfologiai jellemzdoktdl. Megerdsitve a Takakusaki €s munkacsoportja altal leirtakat
genetikailag azonositott kolinerg neuronok esetében a PPN rostralis teriiletén taldltunk, mig a
caudalisan 1évé kolinerg neuronokra az alacsony amplitadoja és magas frekvenciaju
oszcillaciok voltak jellemzéek. Nem teljesen megnyugtatdan megbizhato képalkotd kisérletek
interpretaciojaként egyes szerzok feltételezték, hogy ezek az oszcillaciok a distalis dendriten
keletkeznek (Luster és mtsai. 2015; Kezunovic és mtsai. 2013). Hogy teszteljiik ezt a hipotézist,
parhuzamos méréseket végeztiink a szoman és a dendriten. Technikai limitaciok miatt a
dendritek proximalis teriiletén végeztiik a méréseket, kb. 20 um-re annak eredésétél. Azt
talaltuk, hogy a szoman mért oszcillacios aktivitas a dendriten alacsonyabb amplitidoval, de
azonos frekvencidval ¢és idoben jelenik meg. Ebbdl addédoan azt feltételeztiik, hogy a HTO
kialakulasanak helye a szoma, és az oszcillacio passzivan terjed a dendrit felé. Mivel a distalis
dendriteken kozvetlen méréseket nem végeztiink, nem tudjuk teljesen kizdrni, hogy a distalis

dendrit rendelkezik 6nallo oszcillaciokkal.

Az oszcillaciok fiziologiai jelentdsége is fontos kérdés. Egyesek ugy gondoljak, hogy
a membranpotencial-oszcillaciok a PPN-ben a mag gamma oszcillaciojaért feleldsek és képesek
meghatarozni a cortex gamma oszcillacioit (Kezunovic és mtsai. 2011). Ezt a feltételezést
alatamaszthatjak a cortexben talaltak, ahol az interneuronok intrinsic membransajatsagai a
kortikalis gamma oszcillacios aktivitast képesek meghatarozni (Moca és mtsai. 2014). A fenti
feltételezésnek ellentmond azonban az, hogy mély agyi elektroda beiiltetésen atesett Parkinson-
koros betegeken végzett mérések nem tamogatjak egyértelmiien a PPN gamma oszcillacidoinak

meglétét. Minddssze egyetlen tanulmany volt képes extracellularis gamma aktivitast mérni a
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PPN-ben (Fraix és mtsai. 2013), szamos mas munkacsoport alfa és béta oszcillaciokat talalt (Id.
Li és Zhang. 2015). FErdekes modon, ellentmondasos adatok vannak a PPN oszcillaciok
frekvenciainak rostrocaudalis eloszldsaban a human PPN-ben és a ragcsalok PPN- jében.
Human alanyokndl alacsonyabb frekvencidkat inkabb a PPN caudalis teriiletén talaltak,
ellentétben a mi mérésinkkel és az irodalmi adatokkal, melyeket ragcsalok individudlis PPN
neuronjain mértek. Az ellentmondas a ragcsalokon mért patch clamp mérések és a human
mintdkon valé mérések kozott azt sugallja, hogy még komplexebb kapcsolat lehet az intrinsic
membran oszcillacidk €s a helyi membran potencidlok vagy agyi mezdpotencidlok kozott, mint
azt korabban feltételezték. Nem zarhaté ki ugyanakkor fontos fajok kozotti kiilonbségek a

neuronok oszcillacios aktivitasaban.

Azt is demonstraltuk, hogy a HTO-k frekvenciadja egyenesen aranyos az ugyanazon
neuron atlagos tiizelési frekvenciajaval és a HTO-k gatlasa szignifikdnsan noveli a tiizelési
frekvenciat. Nehéz elképzelni, hogy barmilyen, -30 mV felett megjelend jelenség érdemi hatast
képest gyakorolni egy éppen folyamatban 1év6 akcios potencialra. Valosziniinek tartjuk, hogy
a membranpotencial-oszcillaciok és az akcidspotencidl-tiizelési frekvencia kozott az a
kapcsolat, hogy mindkét jelenséget ugyanazon ioncsatorna készlet hozza létre, de amig a
membranpotencial oszcillaciok fiziologiastol tavolabb esd koriilmények (TTX jelenlétében,
depolarizaldé rampa protokoll) kozott mérhetok, addig az akcids potencial tiizelés pedig

ugyanannak a sejtmembrannak a fizioldgias koriilmények kozott adott valasza.

Az, hogy a HTO-k effektiven meghatarozzak a tiizelési frekvenciat, egy ujabb érvet
képeznek amellett, hogy a HTO-k a szoémardl szarmaznak, hiszen az akcids potencidlokat

leghatékonyabban az axondombhoz kdzelebb 1év0 ioncsatornak képesek modulélni.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy megerdsitettiik a HTO-k létezését és bemutattuk
rostrocaudalis kiilonbségeit a PPN-ben. A HTO-k nagyobb valdosziniiséggel a szoman
generalddnak, semmint a dendriten. Ez a jelenség képes meghatarozni a neuronok

akcidspotencial-tiizelési frekvenciajat.

A PPN kiillonb6z6 projekcioi jol ismerten topografiailag szervezettek. A caudalis PPN
az area tegmentalis ventralis és a striatum dorsomedialis teriiletéhez ad bemenetet, mig a
rostralis PPN a substantia nigra pars compacta teriiletét, valamint a dorsolateralis striatumot

innervalja (Mena-Segovia és Bolam, 2017; Dautan és mtsai. 2014). Ezek a tények 6sszhangban
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vannak a PPN caudalis ¢s rostralis teriiletei kozotti ismert funkcionalis kiilonbségekkel. Kisebb
latenciaval és nagyobb valdszintiséggel valtottak ki acetilkolin-indukalt REM alvast, ha a
rostralis és nem a caudalis PPN-be adtak az injekciot (Baghdoyan és mtsai. 1987). Emberek
esetében a dorsalis PPN mutatott nagyobb aktivitast abban az esetben, ha az egyén képzeletben
elkezdett sétalni, majd a ventralis PPN aktivalodott ezzel parhuzamosan akkor, amikor nagyobb
sebességgel kezdett képzeletben mozogni (Karachi és mtsai. 2012).  Patofiziologiai
tanulmanyok ugyancsak feltartak rostrocaudalis kiilonbségeket: Parkinson-koros allatmodell
dermedéshez vezetett; mig a caudalis PPN stimulalasa esetén a jaras enyhén javulni kezdett
(Gut és Winn, 2015). Egy masik Parkinson-koros allatmodell esetében a kolinerg neuronok
szama jelentds mértékben lecsdkkent, és a galanint tartalmazd sejtek szama pedig
megemelkedett a rostralis PPN teriiletén, de a caudalis PPN-ben ez nem, vagy csak Kisebb

mértékben tortént meg (Elson és mtsai. 2018).

Tanulmanyunkban azt mutattuk ki, hogy szamos membrantulajdonsag rostrocaudalis
megoszlassal rendelkezik. Az LTS jelenléte a rostralisan elhelyezkedd kolinerg neuronokra
jellemzd, mig a caudalis teriileten késoi tiizelésti és lassi A-arammal rendelkezd kolinerg
neuronokat taldltunk. Ezen kiviil a HTO-k jelenléte (és ennek megfelelden a tiizelési
frekvencia) is szintén mutatott rostrocaudalis closzlast. Ezek az in vitro rostrocaudalis
kiilonbségek allhatnak a hatterében az in vivo koériilmények kozott talaltak kiilonbségeknek.
Reméljiik és feltételezziik, hogy az altalunk bemutatott in vitro eredmények segitik a tovabbi,
transzgén egérmodellt hasznald in vivo kisérletek tervezését és értékelését. Reméljiik azt is,
hogy a fenti adatok hozzajarulnak a PPN kiilonb6z0 teriiletein terapias céllal alkalmazott mély

agyi stimulacio eltéré kimeneteleinek megértéséhez.
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A laboratorium korabbi kutatdsainak folytatasaként megvizsgaltuk az orexinnek a PPN
neuronok tonusos neuronalis aramaira, EPSC-ire és SIC-eire gyakorolt hatasat. Korrelaciokat
is kerestiink ezen paraméterek és a korabbi, a SIC-eken érvényesiild6 mas neuromodulacios
hataokat feltaro kutatasi eredményeink kozott (Kovacs és Pal, 2017). Azt talaltuk, hogy orexin
hatasara a SIC aktivitas novekedett abban az esetben, ha a kontroll aktivitas alacsony volt, mig
csokkent abban az esetben, ha a kontrollban magas volt a SIC aktivitas. A SIC-eken
érvényesiilé orexinerg hatas fiiggetlen az EPSC-kre és tonusos inward aramokra gyakorolt
hatasait6l. Ezek a megfigyelések egybevagtak a korabbi, kannabinoid, kolinerg vagy
szerotoninerg neuromodulacios hatasokkal kapcsolatban tett megfigyelésekkel. Egy fontos
kiilonbséget talaltunk az orexin és a tobbi neuromodulacios hatasok kozott: az orexin csaknem

soha nem valtott ki tonusos kifelé iranyulé aramot.

Vita targya Iehet az, hogy a SIC-eket kivaltd asztrocita aktivacio az orexin direkt vagy
indirekt hatasanak kovetkezménye. A SIC-ekre Kifejtett orexinerg hatas asztrocitakra gyakorolt
direkt hatas kovetkezménye is lehet. Jol ismert, hogy OXIR ¢és OX2R receptorok is
megtalalhatok asztrocita sejttenyészeteken (Shu és mtsai. 2014; 2017), de OX1R receptort nem
talaltak in situ PPN asztrocitakon, csak neuronokon (Darwinkel és mtsai. 2014). Mivel az
OX2R szintén megtalalhatdo a PPN-ben neuronokon és az asztrocitdkon is, igy esetleg azok
direkt aktivacioja vezethet a SIC-ek megjelenéséhez. Mindezek mellett azonban feltételezhetd
az is, hogy az asztrocitak a megnovekedett atlagos neuronalis aktivitasra reagalnak, mely végiil

az aktivaciojukhoz és gliotranszmitter felszabadulashoz vezet (1d. Carmignoto és Fellin, 2006).

Masik fontos kérdés, hogy vajon az orexin SIC-ekre gyakorolt hatdsa nevezhetd-e
fiziologias jelenség modelljének, vagy patofiziologiai mechanizmusokat képvisel-e. Az orexin
receptorok ¢és a glutamat transzporterek szdma egyes neurodegenerativ betegségekben és
cerebralis ischaemidban megnétt, és protektiv szerepet tolthetnek be ezekben a folyamatokban
(Shu és mtsai. 2017; Nakamachi és mtsai. 2005; Feng és mtsai. 2014). A mi kisérleti
koriilményeink —a magnéziummentes oldat miatt- nem teljesen tekinthetéek fiziologias
koriilményeknek: a magnéziummentes mérdoldat sok esetben a kérgi hiperexcitdbilitas
modelljeként hasznalatos (Derchansky és mtsai. 2004). Amiért mégis ezt a kisérleti koriilményt
valasztottuk, annak az az oka, hogy ez az oldat bevett modszer a SIC-ek vizsgalatahoz. Az
NMDA receptorok magnéziumblokadjanak elmozditasa miatt ugyanis a SIC-ek jobban

detektalhatok, mind a SIC-ek frekvenciaja és amplitudoja is megduplazodik (Angulo és mtsai.
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2004; D’ Ascenso ¢és mtsai. 2007, Kovacs és Pal, 2017). Feltételezziik, hogy a SIC-ek, valamint
a SIC ekre gyakorolt orexinerg hatasok fiziologias koriilmények kozott is jelen vannak, de

valoszintileg feler6sddnek pathologids koriilmények kozott.

Kiilonb6z6 neuromodulacios hatasoknak, agonistaknak a SIC-ekre gyakorolt hatasai
fiiggenek a kontroll SIC aktivitasatol. Ennek egy elképzelhetd hattere, hogy az asztrocitdk a
neuromodulacids hatasokra megndvekedett neuronalis aktivitasra valaszolva megnovelik az
extraszinaptikus glutamat koncentraciojat (Carmignoto és Fellin, 2006; 7. abra, C-D). Ha az
extraszinaptikus glutamatkoncentracié eredetileg alacsony volt, a glutamat szintjének
emelkedése extraszinaptikus NMDA receptorokat aktival és a SIC aktivitas (frekvencia,
amplitado, toltésmozgas) novekedéséhez vezet.  Abban az esetben, ha a kiinduld
extraszinaptikus glutamatkoncentraci6 magas volt, a glutamat szintjének tovabbi novekedése

az NMDA receptorok deszenzitizacidojahoz vezet (Kovacs és Pal, 2017; Vyklicky, 1993).

Eredményeink alatamasztjak azt az elméletet, hogy a PPN-ben a SIC-eket kiilonbdzo
neuromodulacidés mechanizmusok egységesen modulaljak, ezaltal 1étezhet a neuromodulécios
mechanizmusoknak egy kozos, asztrocita-fliggd komponense. Ez az asztrocita-fiiggd
komponens azonban feltehetéen nem, vagy legalabb részben nem az asztrocitdk direkt
aktivaciojanak a kovetkezménye, hanem valasz a neuromoduldciés hatasok altal
megvaltoztatott neuronalis aktivitasra. A PPN-ben a SIC-ek esetlegesen egy asztrocita-fiiggd
homeosztatikus szabalyozas részei. Korabbi munkankban megmutattuk, hogy a SIC-ek nem
szinkronizaljak a szomszédos neuronokat és képesek egy akcios potencidl vagy egy révidebb
akcidspotencial-sorozat kivaltasara. Mivel ’random’ akcidés potencialok megjelenéséhez
vezetnek, potencidlisan egy deszinkronizacidos mechanizmust képviselhetnek. A PPN
asztrocita-fliggé neuromodulacidjardl jelenleg azonban csak in vitro adatok allnak
rendelkezésiinkre, igy eléfordulhat, hogy a szelet-elektrofiziologiai modell talbecsiili (vagy
éppen alabecsiili) annak a jelent6ségét. Az asztrocita-fliggé neuromodulacios folyamatok jobb

megértése érdekében laboratoriumunk a jovében in vivo kutatasok bevezetését is tervezi.
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8. OSSZEFOGLALAS

A nucleus pedunculopontinus a retikularis aktivacids rendszer egy kolinerg magja.
Elettani jelent8ségét az adja, hogy az alvas-ébrenlét ciklusok szabalyozasaban, a szenzoros

kapuzasban és a mozgasszabalyozasban jatszik fontos szerepet.

A magot bar kolinerg struktiraként ismerik, GABAerg és glutamaterg neuronok is
megtalalhatoak itt szép szamban. A PPN neuronjainak csoportositasara szamos kisérlet tortént.
Az in vitro kisérleteken alapuld csoportositas az A-aram és az alacsony kiiszobi

membranpotencial tiiskék alapjan kiilonitett el 3 vagy 4 funkcionalis csoportot.

A jelen munka els6 részében a korabbi, post hoc neurokémiai sejtazonositasra épiild
csoportositast vizsgaltuk feliil transzgén technikdn alapuld sejtazonositas segitségével.
Megallapitottuk, hogy az A-arammal rendelkez6 kolinerg neuronok két tovabbi csoportra, korai
¢s késoi tiizelésli neuronokra bonthatéak. Kimutattuk tovabba, hogy az A-dram, az alacsony
kiiszobl tiiskék és a magas kiiszobi membranpotencial-oszcillaciok is valtozo eloszlast
mutatnak a rostrocaudalis tengely mentén. A rostrocaudalis tengely mentén altalunk leirt
szamos kiilonbség potencialisan a Parkinson-koér esetén végzett mély agyi stimulacié hely

szerint kiilonb6z6 kimeneteleinek a sejtszintii elektrofizioldgiai hatterét jelentheti.

A PPN szamos, az alvas-ébrenlét ciklusokat befolydsoldé neuromodulacios
mechanizmus célpontja. Korabbi munkénkban bemutattuk, hogy a kolinerg, szerotoninerg ¢s
kannabinoid neuromodulacids hatasnak egymaéssal atfedo, asztrocita-fiiggd komponensei is
vannak. Ilyenek voltak az asztrocita aktivacio hatasara a neuronokon kialakuld tonusos befelé
és kifelé iranyuld aramok és a fazisos lassu befelé iranyuld aramokra (SIC-ekre) gyakorolt

Osszetett hatas.

Az orexinerg neuromodulacid némileg eliit az eddig vizsgaltaktol, hiszen a tobbféle
tonusos hatés helyett ez tudottan a neuronok homogén depolarizaciojat okozza. Célul tliztiik
ki, hogy az orexinnek a SIC-ekre kifejtett hatasat vizsgaljuk. Megallapitottuk, hogy ha a
kiindulé SIC aktivitas alacsony volt, az orexin ndvelte azt; mig ha a SIC aktivitas kontroll
koriilmények kozott magas volt, az orexin csOkkentette azt. Ez a feltehetden NMDA receptor
aktivacio vagy deszenzitizacio altal okozott jelenség megegyezett az Gsszes, altalunk vizsgalt
neuromodulacids hatds esetén. A megfigyelt jelenség feltehetden egy aspecifikus, kozos,
asztrocitafliggd komponense a neuromodulacios hatasoknak, €és a neuronalis deszinkronizacio

mértékét hivatott szabalyozni.
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9. SUMMARY

The pedunculopontine nucleus is a cholinergic member of the reticular activating
system. Its main physiological functions are the participation in regulation of sleep-

wakefulness cycles, sensory gating and movement.

Although this nucleus is known as a cholinergic structure, a great number of GABAergic
and glutamatergic neurons can also be found here. Several attempts aimed to group these
neurons. Groupings based on in vitro experiments distinguished 3 or 4 functional groups
according to the existence of the A-current and low threshold membrane potential spikes.

In the first part of my work, we re-assessed grouping based on post hoc neurochemical
cell identification by using cell identification with transgenic techniques. We found that
cholinergic neurons possessing A-current can be further distinguished as early- and late-firing
neurons. Furthermore, we demonstrated that the A-current, the low threshold spikes and the
high threshold membrane potential oscillations have uneven distribution along the rostrocaudal
axis of the nucleus. Numerous rostrocaudal differences in functional neuronal properties might
serve as a background of the different outcomes of deep brain stimulation in Parkinson's disease

targeting different parts of the pedunculopontine nucleus.

The PPN is a target of several neuromodulatory mechanisms influencing sleep-
wakefulness cycles.  We previously demonstrated that cholinergic, serotonergic and
cannabinoid neuromodulatory actions include overlapping, astrocyte-mediated components.
Compound actions of neuromodulatory agents were demonstrated on slow inward currents

(SICs) as well as tonic inward and outward currents were elicited by them.

The orexinergic neuromodulation is distinct from the ones examined before, as it is known to
exert exlusively depolarizing actions on neurons. We aimed to investigate actions of orexin on
SICs. We found that the orexin stimulated SIC activity if it was low under control conditions,
whereas it inhibited SIC activity if it was high in control. This phenomenon caused by NMDA
receptor activation or desensitization was identical in case of all investigated neuromodulatory
agents. The observed phenomenon is potentially an aspecific, common, astrocyte-dependent
component of neuromodulatory actions and its role might be the regulation of neuronal

desynchronization.
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11. TARGYSZAVAK

Nucleus pedunculopontinus, kolinerg neuron, akcidés potencial késési id6, A- aram,
rostrocaudalis gradiens, magas kiiszObli membranpotencidl oszcillacid, neuromodulacio,

orexin, lassu inward aramok, tonusos inward aramok.

Pedunculopontine nucleus, cholinergic neuron, spike delay, A-current, rostrocaudal gradient,
high threshold oscillation, neuromodulation, orexin, slow inward current, tonic inward

current.
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