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BEVEZETES

A nucleus pedunculopontinus anatémiaja, sejttipusai, kapcsolatai

A nucleus  pedunculopontinus (PPN) a  kodzépagyban
elhelyezkedd rostrocaudalisan elnyuld struktara, melyet medidlisan a
pedunculus cerebellaris superior, lateralisan a lemniscus lateralis,
rostralisan a substantia nigra hatarol. A nucleus parabrachialis a mag
caudalis hatarat adja, a nucleus cuneiformis és precuneiformis pedig
dorsalis iranybol oOvezi. A pars dissipata a PPN rostralis, a pars
compacta a PPN caudalis teriiletének felel meg. Nagyszamu kolinerg
sejt mellett GABAerg és glutamaterg neuronokat is tartalmaz, melyek a
PPN rostrocaudalis tengelye mentén eltéré aranyban és siirliségben
fordulnak elé. A kolinerg és glutamaterg neuronok szama a mag
caudalis teriilete felé egyre novekszik, mig a GABAerg neuronok szama

inkabb a rostralis irany felé no.

A PPN bemenetei szamos teriiletrél erednek, Gigy, mint a gerincveld,
colliculus  superior, nucleus propositus hypoglossi, nucleus
entopeduncularis, nucleus subthalamicus, substantia nigra pars
reticularisa €s a cortex. A kolinerg neuronok axon kollateralisai
felszalld dorsalis és ventralis palydkat kovetnek. A dorsalis palya
beidegzi a colliculus superiort, colliculus inferiort és a thalamust. A

ventralis palya szinapszisai kimutathatok a bazalis ganglionok,
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substantia nigra egyes terliletein, area tegmentalis ventralis, nucleus
subthalamicus, lateralis hypothalamus, ventralis pallidum, amygdala,
mediolateralis septum és a striatum teriiletein. A kolinerg neuronok
leszallo projekcioi. A nucleus pontis oralis, a nucleus gigantocellularis
¢s a gerincveld beidegzését biztositjdk. A GABAerg és glutamaterg
neuronok  szinapszisair6l  joval  kevesebb  informaci6  all

rendelkezésiinkre. Az axonjaik kevésbé kollaterizaltak, és palyai a

crer

A PPN élettani szerepei

A PPN a retikularis aktivacios (RAS) rendszer része, melynek
szerepe van tobbek kozott az alvas ébrenlét és mozgas szabalyozasaban,
valamint a szenzoros kapuzasban. A PPN kolinerg neuronjai ébrenlét
alatt és a REM alvas ideje alatt magasabb frekvenciaval tiizelnek, mint
lasst hullamu alvés alatt, ezzel mutatva, hogy a RAS szerepet jatszik a
kortikalis aktiv allapot szabdlyozasdban. Kimutattak azonban, hogy a
mag sériillései nem okoznak valtozasokat a teljes alvas-ébrenlét
ciklusban, igy felmeriil a kérdés, hogy vajon a mag kolinerg
neuronjainak mekkora szerepe lehet az alvas-ébrenlétciklusok
meghatarozasaban. In vivo kisérleti koriilmények kozott a mag
kolinerg neuronjainak aktivitdsat vizsgalva kideriilt, hogy aktivitasuk

epizodikus jellegli, megcafolva azt a felvetést, mely szerint a tonusos



aktivitas sziikséges az ébrenlét fenntartasdhoz. A kolinerg neuronok
aktivtasanak ilyen tranziens jellegéért és kontrolljaért az M-aram, illetve
asztrocita-fliggd és endokannabinoid kozvetitett folyamatok jatszhatnak
szerepet. A kolinerg neuronok mellett a PPN GABAerg és glutamaterg
neuonjai is hozzajarulnak az ébrenlét allapotdhoz, valamint a kérgi

aktivaciohoz.

A PPN szenzoros kapuzasban betoltott szerepét a startle reflexen
¢s annak az Un. prepulzus gatlasan figyelhetjik meg. A startle reflex
egy hirtelen, potencialisan karos behatasokra adott gyors motoros
valasz. A reflex amplitidoja csokken progressziv szupranuklearis
parézisben, skizofrénidban pedig a prepulzus gatlds csokkenése
figyelheté6 meg. A kolinerg neuronok szelektiv optogenetikai
aktivacidjaval kimutattak, hogy a PPN kolinerg neuronjainak
stimulacidja a startle reflex amplitadojat noveli, de a prepulzus gatlast
nem befolyasolja. Ez utobbiért feltehetben a nem-kolinerg neuronok

aktivacioja felelds.

Jol ismert az a tény, hogy a PPN a mesencephalikus locomotor
régio része. Ennek a régidnak a kiilonbdzo helyeken torténd stimulalasa
eltérd mozgasmintdzatot hoz létre. Elektrofiziologiai kisérletes soran
kimutattak, hogy ez az eltérd neuron alpopulaciok stimulaldsdnak

kovetkezménye lehet. A PPN stimuldcidja az izomtdnus



csOkkentésével a mozgast gatoljak, ezzel szemben a PPN-t61 dorsalisan
elhelyezkedé nucleus cuneiformis az izomtéonust noveli €s serkenti a

mozgast.

A PPN neuronjainak funkcionalis csoportositasa

A PPN Kkiilonbozé  alcsoportjainak — vizsgalatait  tobb
munkacsoport is elvégezte. Ezek a vizsgalatok elsdsorban NADPH
diaphordz, neurondlis nitrogén-monoxid szintetdz (bNOS) és kolin
acetiltranszferaz (ChAT) immunhisztokémiai azonositast alkalmaztak.
Ezekkel a modszerekkel a kolinerg neuronokat tették lathatova, azonban

transzgén egereken vizsgalatokat nem végeztek.
Cellularis szinti csoportositas

A neuronok membransajatossagait alapul vége Kang ¢és Kitai
1990-ben megkiilonboztette az alacsony kalciumtiiskékkel (LTS)
rendelkezd sejteket I. tipusinak, az A-arammal (tranziens kifelé
iranyuldé aram) és LTS-sel rendelkez6 neuronokat pedig Il. tipustinak
nevezte el. Létrehoztak egy harmadik csoportot is, melybe olyan sejtek
keriiltek, melyek nem rendelkeztek egyik fent megnevezett

tulajdonsaggal sem. Leonard és Llinas 1988-ban szintén hdrom



kategoriat allitott fel. Az 1. csoportba az LTS-sel rendelkez6
neuronokat, a Il. tipusba az A-arammal rendelkez6 neuronokat sorolta,
mig az altaluk felallitott III. tipusti neuronok mindkét tulajdonsaggal
bird sejtek voltak. Takakusai és mtsai., valamint Ye és mtsai., az I. és II.
csoport neuronjait az 1988-as csoportositas szerint végezte. Az A-
arammal és LTS-sel egyidejilleg bird sejtcsoportokat Takakusaki és
mtsai. 1I/2, Ye és mtsai. III. csoportba rendszerezte. Ez utobbi
munkacsoport az egyik sajatossdggal sem jellemezheté neuronokat IV.
csoport megnevezést adott. A fent megnevezett jellemzokon (LTS, A-
aram) tal az M-aram (alacsony kiiszobt, lassan aktivalodo, nem
inaktivalodd fesziiltségfiiggd kalium &ram) ¢és a magas kiiszobl
membranpotencial oszcillacio (HTO) is fontos markerei a kolinerg
neuronoknak. Ezen tulajdonsagok kizardlag kolinerg neuronokon vald

létezését Bordas és mtsai. 2015-ben mutattak Ki.

In vivo elektrofiziologiai csoportositas

Az in vVvivo csoportositdas a neuronok in vivo tiizelési
sajatossagain €s azok corticalis aktivitassal mutatott kapcsolatan alapulo
kategorizalds, mely értelmében a kolinerg neuronok két f6 korét
kiilonitették el. A kortikalis lassu hullamu aktivitas aktiv szakaszai alatt

¢s a gamma aktivitds alatt tlizel6 kolinerg neuronok tiizelési
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frekvenciaja alacsonynak mutatkozott (0,9 Hz), mig magas
akciospotencial-tiizelési frekvenciat (31 Hz) tudtak kimutatni azon
neuronok esetében, melyek elsdsorban a lassu hullamu aktivitas passziv
szakaszainak masodik felében tiizeltek és a gamma oszcillacioktol nem
fiiggtek. A nem-kolinerg neuronok héarom populdcidjat tudtdk
elkiiloniteni, ezek a ,,csendes neuronok™, ,,tonusosan tiizel6 neuronok™
és a ,,szabalytalanul tiizeld neuronok” csoportjai. A PPN neuronjainak
tovabbi csoportositasat lehet elvégezni a REM- és non-REM alvéssal
valé kapcsolatuk alapjan. A fobb csoportok a kovetkezok: ébrenlét €s
REM alvas alatt aktiv neuronok, REM alvas alatt aktiv neuronok,

ébrenlét alatt aktiv neuronok.

Asztrocita-neuron kommunikacié

Az asztrocitak a makroglidk kozé tartozd, neuronok
miik6désében és szabalyozasaban szerepet jatszo sejtek. Egyik fontos,
nemrégiben felismert feladatuk a szinapszisok szabalyozasa, mintegy
harmadik résztvevOoként ,tripartite” Un. haromrészes szinapszist
alkotnak. Részt vesznek a szinaptikus neurotranszmisszid beallitisaban
Gliotranszmittereket szabaditanak fel. Az idegsejtek homeosztazisahoz
jarulnak hozza, regulaljak a kaliumion koncentraciot, illetve tobb fontos
neurotranszmitter pl. a glutamat felvételét és eliminalasat is kozvetitik.

Hozz4jarulnak egyes neuromodulacios hatdsokhoz ¢és neurondlis



halozatok szinkronizalasahoz is. Elettani szerepiikon feliil pathologias
jelentdségiikrél is ismert; szdmos korfolyamathoz (tobbek kozott
neuropszichiatriai, neurodegeneracios korképekhez) hozzajarulnak. Az
asztrocitak elektromosan nem excitabilisak, akciospotencial-tiizelésre
képtelenek, azonban az intracellularis kalcium koncentracio
megvaltoztatasdval kalciumhullamokat generdlnak, melyek kiilonb6zo
gliotranszmitterek felszabadulasat eredményezi. Ezek kozil az egyik
legfontosabb a glutamat. Az extraszinaptikus neurotranszmitterek
koncentraciojanak szabalyozasaval képesek befolyasolni a neuronok

ingerlékenységét.

Neuronalis excitabilitast fokozo asztrocita-fiiggé aramok

A lassi inward aramok (SIC-ek) fazisos extraszinaptikus
excitatorikus  események, melyek  asztrocitadk  aktivacidjanak
kovetkezményei, ¢és  jol  elkiilonithetéek az  excitatorikus
posztszinaptikus aramoktol (EPSC). A SIC-ek nagyobb amplitudéval,
valamint lassabb fel-és leszalloszarral rendelkeznek, mint az EPSC-k.
A SIC-ek létrejotte GIuN2B alegységet tartalmazdo NMDA receptorok
aktivaciojahoz kototten alakul ki, melyek a kdzponti idegrendszerben
altalanosan megfigyelhet6ek. Az asztrocitak stimulalasa a szomszédos

neuronokon SIC-ek létrejottét valtja ki, mig gatlasuk megakadalyozza
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azok kialakulasat. Az események Gsszefliggésben vannak az asztrocita
intracellularis kalcium koncentracidjanak valtozéasaval.
Munkacsoportunk kimutatta, hogy a TTX hatasara a SIC-ek
frekvenciaja nem valtozik, de amplitddoja csokkent a PPN-ben, mely
feltételezi, hogy a SIC-ek valosziniileg asztrocita-neuron interakciok
kovetkezményei. Az esemény kinetikdjat nagymértékben befolyasolja a

gliotranszmitter koncentracio €s a transzmitter receptorok szama.

A tonusos inward aramok lassan kialakuldé nem adaptald
aramok, azonban a kapcsolatuk az asztrocitakkal kevésbé egyértelmi.
Tudjuk réla, hogy nagyrész, de nem kizardlagosan extraszinaptikus
glutamat ¢és glicin altal kozvetitett események kdvetkezményei és SIC-

ekkel egyiddben is eléfordulhatnak.

A PPN SIC-einek sajatsagai és a rajtuk érvényesiild

neuromodulacios hatasok

Csaktigy, mint mas agyteriileteken, a PPN sejtjein kialakulo
SIC-ek lassabb kinetikaval és nagyobb amplitudoval rendelkeznek, mint
az excitatorikus posztszinaptikus aramok. A PPN lassi inward
aramainak sajatsagai a kovetkezok: (1.) asztrocitak aktivaciojanak,
kovetkezményes glutamat felszabadulas ¢és GIuN2B alegységet
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tartalmaz6 NMDA receptort miikddésbe hozasanak kovetkezményei.
(2.) Kolinerg ¢és nem kolinerg neuronokon is hasonld aranyban
fordulnak eld, tehat a sejtek neurokémiai alcsoportjaival nincs
Osszefliggésben. (3.) A SIC-ek nem szinkronizaljak a szomszédos
neuronokat. (4.) El6fordulasuk nagymértékben fiigg a neuron-asztrocita
tavolsagtol. (5.) A kiilonbozé neuromodulacios hatasok a SIC-ekre
gyakorolt hatasa fligg az eredeti SIC aktivitastol. (6.) A SIC-eken
megfigyelt neuromodulacidés hatasok valoszintileg az NMDA recepor

deszenzitizacidjan keresztiil valosulnak meg.

Orexinerg neuromodulacio

Az orexinek szintén hatassal vannak a PPN sejtjeire. Ennek a
lateralis hypothalamusban talalhat6 orexinerg neuronokbol felszabadulo
peptidnek két tipusat tartjuk szamon, az orexin-A-t és orexin-B-t. Gq
protein kapcsolt 1-es (OXR1) és 2-es orexin receptorokon (OXR2)
keresztiil fejti ki hatasat, mely receptorok az agy kiilonbozd teriiletein
megtaldlhatok. Eredetileg a taplalékfelvétellel 6sszefliggd hormonként
azonositottdk. Ma mar ismerjiik az alvas ébrenlét szabdlyozasaban
betoltott szerepét is, ezen feliil tobb pathofiziologiai folyamat
résztvevdjeként is szadmontartjuk, mint példdul a narcolepsidban. A

prepro-orexin  elvesztése egerekben az embereknél jellemzd
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narkolepszia jellegi 4llapotot hoz 1étre nappali 4almossaggal,
kataplexiaval. Az OXR2 elvesztése ettél enyhébb tiineteket okozott,
azonban az OXRI1 hianya nem okozott az ébrenlét stabilitasaval jard
tiineteket. Narkolepszias emberek esetében az orexinerg neuronok
hidnya és az orexin-A mennyiségének csokkenése volt szembetiing. Az
orexinerg rendszer taplalékfelvétellel valdé kapcsolatat jelzi, hogy a
nucleus arcuatus proopiomelanocortin (POMC) és neuropeptid Y-t
(NPY) kifejez0 neuronjai az orexinerg neuronoknak bemeneteket
adnak. Tovabbi kapcsolatra enged kovetkeztetni az a tény is, hogy
narkolepszids betegek esetében csokken a kaloriabevitel, és megnd a
testtomeg index. A fentieken kiviil szdmos mds szerepet tulajdonitottak
még az orexinnek, melyek koziil a jutalmazassal 6sszefliggdt emelném
még ki. Orexinerg neuronok a jutalmazasi rendszer tobb teriiletére is
projicialnak, beleértve a locus coeruleust, area tegmentalis ventralist

vagy nucleus accumbenst.
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CELKITUZESEK

Meg kivantuk vizsgalni, hogy a PPN neuronjainak korabbi in
vitro elektrofiziologiai csoportositasai -melyek elsésorban a kolinerg
neuronok immunhisztokémiai azonositdsat vette alapul-, transzgén
technikdk segitségével azonositott kolinerg neuronok esetében is

érvényesek-e. A kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszokat:

A tdTomato valdéban kolinerg neuronokban fejez6dott ki?

A PPN-en beliili kordbbi kategoridk szerinti funkcionalis alcsoportok
transzgén egerek esetében is jelen vannak?

Létezik-e a kolinerg neuronok korabbiaktol eltéré 1) funkcionalis
csoportositasa?

Az eltéré funkcionalis tulajdonsadgokkal rendelkez6 neuronoknak van e
rostrocaudalis gradiensiik?

A Kolinerg neuronok kiilonb6z6 funkcionalis és morfologiai

tulajdonsagok kapcsolatban vannak-e¢ egymassal?

Tovabbi célunk volt az orexin, mint PPN neuronjaira haté egyik

neuromodulacios hatas vizsgélata, ezen beliil:

1. Az orexinnek a SIC-ekre kifejtett hatasat kivantuk vizsgalni.
2. A koOzds asztrocitafliggd neuromodulaciés hatds meglétét

kerestiik.
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ESZKOZOK ES MODSZEREK
Oldatok

Kisérleteink soran mesterséges agy-gerincvelé folyadékot (aCSF)
hasznaltunk, melynek pH-ja 7,4 volt, mig az agyszeletek preparalast
jéghideg alacsony natrium tartalmi mesterséges aCSF-ben (,,Jlow Na
aCSF”) végeztiik, ahol 95 mmol/l NaCl-t 60 mmol/l glicerollal és 130
mmol/l szachardzzal helyettesitettiink. Munkank sordn a mérésekhez
tovabba még tetradotoxin (TTX)-citrat, CdCly, orexin-A, 2,3dihidroxi-
6-nitro-7-szulfonamil-benzol[flquinoxalin  (NBQX) D-(-)-2-amino-5-
foszfonopentanoat (D-AP5), bikukullin és sztrichnin anyagokat
hasznaltunk. A mérésekhez hasznalt pipetta belsd oldataként egy
kalium-gliikonat alapu oldatot hasznaltunk, melynek a pH-ja 7,3 volt,

majd kozvetleniil a mérések eldtt biocitint helyeztiink bele.
Allatok, preparalas

Vizsgalatainkoz 9-22 napos egereket hasznaltunk fel, 6sszesen 92
példanyt. A transzgén egerek nagyobb csoportja tdTomato fluoreszcens
proteint fejeztek ki kolin acetiltranszferaz-fiiggdé modon (ChAT-
tdTomato), masik csoportjuk a tdTomato-t 2-es tipust vezikularis
glutamattranszporter- fliggé modon (Vglut2-), illetve egy Kkisebb

csoport pedig a tdTomato-t glialis fibrillaris savas protein- fliggd
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modon (GFAP-tdTomato). Az egerek keresztezése soran a cre-lox
rendszert hasznaltuk, ahol az egyik sziilé6 promoter- specifikusan fejezi
ki a cre-rekombinazt, a masik sziild genomjaban pedig megtalalhato a
kifejezni kivant fehérje, melynek atirddasa gatolva volt egy lox-P site-
okkal hatarolt stop kodon altal. A keresztezés sordn a stop kodon
kihasitasa kovetkeztében a fehérje promoter specifikusan jelenik meg.
Az egereket dekapilaltuk, a koponyatetét korbevagtuk, az agyat
Ovatosan eltavolitottuk majd vibratom segitségével 200 um-es coronalis
szeleteket készitettlink mikozben végig jéghideg alacsony natrium
tartalmi aCSF-ben tartottuk. A gyors preparalast kovetden a hasznalni
kivant szeleteket 37 C-on normal aCSF-ben tartottuk 60 percen
keresztiill és karbogén gazkeverékkel buborékoltattuk a tarolo

kamraban.
Elektrofiziologiai mérések

Teljes sejtes elrendezésti patch clamp méréseket alkalmaztunk
fesziiltség- ¢és 4aram-clamp ilizemmodban, melyhez a kovetkezd
rendszereket foglalta magaba: Axopatch 200A erdsitd, Zeiss Axioskop
mikroszkép fluoreszcens képalkotdrendszerrel, melynek tovabbi része
egy Polychrome V-6s fényforras, és egy CCD kamera, egy
képalkotdszabalyozd egység. Az adatok rogzitése és feldolgozasa

Clampex 10 szoftver segitségével tortént, elemzésiikhoz Clampfit 10
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programot hasznaltunk. A szeleteket a mérés soran is folyamatosan
oxigenizalt aCSF-fel mostuk at Gilson Miniplus 3 perisztaltikus pumpa
segitségével. A 6-8 MQ rezisztencidju patch pipettakat Narishige PC-
10 pipettahuz6 segitségével készitettiik.

A kovetkezd méréseket alkalmaztuk aram-clamp lizemmoédban, 1s
hosszusagl, -30 pA és +120 pA kozotti, 10 pA-enként emelkedd
aramlépcsoket alkalmazva. A nyugalmi membranpotencialt -60 vagy -
80 mV-on tartottuk. Mértiik a bemend ellenallast, a maximalis tiizelési
frekvenciat, az atlagos tiizelési frekvenciat, az akcios potencial késését,
az adaptacios indexet, az alacsony kiiszobli tiiskék meglétét és
amplitadojat és a visszacsapasi tiiskéket (“rebound spike”). A magas
kiiszobli membranpotencidl oszcillaiciokhoz 2 s id6tartami, 0 pA-rol
800 pA-ig emelkedd6 rampa alaka depolarizaldé &araminjekciot
alkalmaztunk. Egyes esetekben szimultin méréseket is végeztiink
ugyanazon kolinerg sejt szomajan és proximalis dendritjén. Fesziiltség
clamp lizemmodban pedig az A-aram és az §sszes orexinfliggd esemény

mérése tortént.

A neuronok rekonstrukcioja

A kolinerg sejtek lathatova tételéhez biocitint alkalmaztunk.
Kozvetlenill a mérés el6tt helyeztiink a belsé pipetta oldatba, mely a

mérés alatt a sejt belsejébe jutott. A mérés utan a szeleteket fixaltuk
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egy ¢éjszakan keresztiill. A feltarast 60 percen keresztiil Tris-pufferolt
soboldatban  végeztiik, melyet 0.1% Triton-X-100-zal ¢és 10%
szarvasmarha szérummal egészitettiink ki. A szeleteket Alexa 488
konjugalt streptavidinnel inkubaltuk 90 percen keresztiil, majd Zeiss
LSM 510 konfokalis mikroszkoppal felvételeket készitettiink. A
sejteket Neurolucida szoftver segitségével rekonstrualtuk, a topografiai
viszonyok méréséhez és abrazolasahoz a Paxinos atlasz kontlrvonalait

¢€s paramétereit vettiik segitségiil.

Hérom esetben kolin acetiltranszferdz immunhisztokémiat alkalmaztunk
transzkardidlisan perfundalt ChAT-tdTomato egerekbdl preparalt
szeleteken a tdTomato expresszid6 és a ChAT immunpozitivitas

atfedéseinek megitélése céljabol.
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EREDMENYEK

A ChAT immunhisztokémia jelentéosen atfed a tdTomato

expresszioval

A vizsgalatot 6sszesen 3db ChAT- tdTomato egéren végeztiik
379 sejttest manualis elemzésével. Az 6sszes tdTomato pozitiv sejttest
98+ 1%-a bizonyult ChAT pozitivnak. Abban az esetben, ha az dsszes
olyan sejtet figyelembe vettiink, ami vagy tdTomato-t expresszalt, vagy
ChAT-immunopozitivnak bizonyult, akkor a vizsgalt sejtek 86,8% =+
3,5%-ban mutattak atfedést. A vizsgalt sejtek 11,9 + 3,3%-a csak
ChAT immunpozitiv volt, mig 1,76 + 0.9% mutatott kizardlag
tdTomato expressziot. A tdTomato expresszid tehat egy megfeleld
markernek bizonyul, mely jol alkalmazhaté a kolinerg neuronok

azonositasara.

A neuronok dendritnyilvianyainak orientacidja osszefiiggést mutat

az LTS-ek meglétével

17 db neuron esetében vizsgaltuk a szomabol kiinduloé dendritek
orientacidjat, melyek koziil 4 neuron bipolaris dendritfaval rendelkezett,
azaz a két leghosszabb nytlvany ellentétes irdnyba rendezédott. A

tobbi neuron multipolaris jellegli volt és a dendritek a tér kettdnél tobb
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iranyaba mutattak. A dendritnyulvanyok orientacidja és a neuronok
funkcionalis tulajdonsagai kozotti Osszefliggésként feltartuk, hogy az
LTS-sel rendelkezé sejtek bipolarisak, mig az anélkiilieck inkabb

multipolarisak.

Osszesen 91 genetikailag azonositott kolinerg neuront csoportositottunk

az alabbiak szerint:

e |. tipust neuronok: alacsony kiiszobli depolarizacidos (LTS)

€s visszacsapasi tiiskével rendelkeztek.

e |IlI. tipusi neuronok: rendelkeztek A-drammal ¢és

hiperpolarizacié indukalta késés jellemezte ket.

e |Il. tipusi neuronok: LTS ¢és A-aram, valamint

hiperpolarizacié indukalta késés jellemezte Oket.

e |IIK. tipust neuronok: egyik tulajdonsaggal sem

rendelkeztek.

33 neuron esetében tudtuk egyértelmilen meghatarozni a szoma
rostrocaudalis lokalizaci6jat. Ezek koziil 12% 1. tipust neuron, 45,45%
II. tipust neuron, 21,21% III. tipusu, és szintén 21,21% IIK. tipusa
neuron volt. A PPN pars compacta részén 13 neuront azonositottunk,
melyben a II. tipusi neuronok dominaltak 69,2%-kal, 1. és III. tipust

neuronok 7,69-7,69%-ban, mig IlIK. tipusi neuronok 15,38%-ban
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voltak jelen. A PPN rostralis részén 20 neuront azonositottunk, ahol I.
tipusi neuronok 15%-ban, II. tipusti neuronok 30%-ban, III. tipusa
neuronok szintén 30%-ban, ¢és IIIK. tipusi neuronok 25%-ban

képviseltették magukat.

A PPN pars compacta teriiletén azok a neuronok, melyek LTS-sel vagy
visszacsapasi tiizeléssel rendelkeznek (I. és III. tipusu), viszonylag
kevés szamban voltak jelen (15,4%). A pars dissipata részben ez az

arany 47,3% volt.

A III. tipusd neuronok Kkisebb maximalis frekvenciaval

rendelkeznek, és kisebb az atlagos tiizelési frekvenciajuk

A III. tipusi neuronoknak szignifikdnsan kisebb volt a
maximalis tiizelési frekvenciajuk, mint az 1. és IIIK. neuronok esetében.
A maximalis tiizelési frekvencia III. tipusti neuronok esetében 16,49 +
1,99 Hz, I. tipusuak esetében 30,76 + 5,04 Hz, II. tipusi neuronoknal
23,99 + 1,69 Hz és 1IIK. tipus esetében pedig 32,94 + 7,44 Hz volt.
Hasonlo eredményt kaptunk az atlagos tiizelési frekvencia vizsgélata
sordan. Az atlagos tiizelési frekvencia 100 pA araminjekci6 hatdsara III.
tipust neuronok esetében 7,06 = 1,54 Hz volt, 1. tipusii neuronoknal
14,16 + 3,24 Hz, II. tipust neuronok esetében 11,3 £ 0,94, és IIIK. tipus

esetében pedig 12 +£2,3 Hz.
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Az A-arammal rendelkezo6 neuronok lehetnek Kkorai és késoi

tiizelésiiek

Azokat a neuronokat, ahol nyugalmi membranpotencialon 50 ms-
nal nagyobb tiizelési késést tapasztaltunk, tovabbi csoportokba
sorolhattuk. Az A-drammal rendelkez6 neuronokat tovabbi két

alcsoportba sorolhatjuk:

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

Késoi tiizelésti neuronok csoportja, ahol a késés idétartama hosszabb
volt, mint 250 ms. Ez utobbi csoport tehat az A-arammal rendelkezé
kolinerg neuronok egy kisebb alcsoportjat képezik, melyek caudalisan
helyezkednek el.

Az atlagos késési id0 a pars compactaban 205,3 + 59 ms, mig a
pars dissipataban 1év6 neuronok esetében 71,4 £ 15,5 ms volt. Ebbdl
megallapithatjuk, hogy az 4tlagos késési id6 a caudalisan 1év6é neuronok
esetében  szignifikdnsan hosszabb volt, mint a rostralisan

tanulmanyozott neuronok esetében.
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A magas Kkiiszobii membranpotencial oszcillaciok

Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a HTO-k a kolinerg
neuronok egyik jellemzd tulajdonsaga, és jelen tanulmanyunkban ezt
meg is erodsitettiik.

A PPN caudalis teriiletén 1évé neuronok magasabb
frekvenciaval (23,07 + 4,9 Hz) és alacsony amplitudéval (6,59+ 3,8
mV?Hz power), mig a PPN rostralis részén 1évok alacsony
frekvenciaval (12,08 = 2,01 Hz) és nagyobb amplitadéval (18,85 + 5,08
mV?/Hz power) oszcillaltak. A tiizelési frekvencia és az oszcillacios
frekvencia kozotti Osszefliggés megerdsitése érdekében CdClo-t
hasznaltunk a tovadbbi mérésiink soran, mellyel az oszcillaciokat
blokkoltuk. Az oszcillacios aktivitas gatlasaval parhuzamosan az
akcids potencialok tiizelési frekvencidja szignifikdnsan emelkedett 6,71
+ 1,04 Hz-r61 15,38 + 1,42 Hz-re.

Kerestlik az oszcillaciok eredetének helyét, melyhez egyideji
szoéma-dendrit patch clamp méréseket végeztiink. A dendriten 1&vo
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). Lathatjuk, hogy a dendriteken
mért oszcillacido power értéke 39,7 £ 12%-a a szOman mért

oszcillacionak, a frekvencia pedig kozel azonos (102 + 11%). Ez az
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arany megfelel az elektromos impulzusoknak a szémar6l dendritre

torténd passziv terjedésekor tapasztalt ardnynak.

Az orexin hatasa a tonusos aramokra, EPSC-kre és az alacsony
kiiszobii oszcillacios aktivitasra

Az eddig vizsgalt neuromodulaciés (muszkarinos kolinerg,
szerotoninerg, kannabinoid) hatasok legalabb részben asztrocita-fliggd
modon, egyes neuronokon tonusos befelé iranyuld, mas neuronokon
tonusos kifelé iranyuld aramokat valtottak ki. A fenti neuromoduléacios
hatasokkal szemben az orexin, ismert direkt neuronalis tdmadasponton
hatva, tudottan kizarolag depolarizalja a PPN neuronokat. Kisérleteink
soran megvizsgaltuk, hogy a tonusos aramokra a tObbi vizsgalt
neuromodulacids hatéastol eltéréen haté orexin a SIC-ekre is a tobbi

neuromodulacios hatastol eltéroen hat-e.

Valamennyi orexines kisérletinket nominalisan
magnéziummentes oldatban végeztiik annak érdekében, hogy a SIC-ek
spontan eléfordulasat valdszinlibbé tegyiik. 200 nmol/l orexin-A
alkalmazasakor -17,32 + 3,11 pA amplitidéju tonusos befelé irdnyuld
aramot mértlink, ami szignifikdnsan kiilonbozott a tartdaram kontroll
koriilmények kozott mért, -0,98 + 3,11 pA amplitiddji ingadozasatol.

A ténusos édram kialakulasaval parhuzamosan a sEPSC frekvencia
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szignifikdnsan megnovekedett. A sEPSC amplitidé nem ndvekedett

szignifikansan, de ndvekedési tendenciat mutatott

A SEPSC frekvencia a kontroll 279 + 41%-ara emelkedett orexin
alkalmazasa soran, az amplitudé pedig a kontroll 119 £ 12%-4ra. Az
orexin zajszeriien jelentkezd, alacsony kiiszobli oszcillaciokat is
aktivalt. A kontroll és az orexin hatasa sordn mért gorbék power
spektrumanak egyetlen exponencidlis tagot tartalmazé fliggvénnyel

torténd illesztései szignifikansan kiilonboztek egymastol.

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. Abban a 9 esetben,
amikor a SIC aktivitas kontrollban alacsony volt, az orexin a
frekvenciat 0,057 £+ 0.031/percrdl 0,34 + 0,08/percre novelte, a SIC-ek
altali toltésmozgast 0,49 + 0,26 pC/percrdl 5,6 + 2,1 pC/percre novelte.
Abban a tovabbi 4 esetben, mikor a SIC aktivitas mar kontrollban
magas volt (a toltésmozgas 2 pC/perc feletti volt), az orexin a SIC
frekvencia és toltésmozgéds tendenciaszerii csOkkenését okozta. A
frekvencia a kontroll 52 + 12%-ara (0,52 + 0,05/percrél 0,28 =+
0,12/percre), mig a toltésmozgas a kontroll 32 + 10%-ara (60,95 + 30,6
pCl/percrél 22,7 + 12,4 pClpercre) csokkent.
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Ha a SIC-ek altali toltésmozgas valtozéasait a kontroll SIC
toltésmozgas fliggvényében abrazoltuk, a pontok illesztése linearis
Osszefliggést tart fel. Ha a SIC-ek altali toltésmozgas valtozasait a
SEPSC-k valtozasanak vagy a kialakuldé tonusos &ramnak a
fliggvényében abrazoltuk, semmilyen vagy csak gyenge linedris

korrelaciot tapasztaltunk.

Elvégeztik az orexin  SIC-ekre  kifejtett  hatdsanak
Osszehasonlitdsat a SIC-eken érvényesiilld mds neuromodulacios
hatasok (muszkarinos kolinerg, szerotoninerg, kannabinoid) SIC-ekre
gyakorolt, kordbban mar kozolt hatdsaival. Azt figyeltiik meg, hogy az
orexin altal a SIC-ekre kifejtett hatds nem mutatott kiilonbséget mas
neuromodulacios hatasokkal. Eles kontrasztként azonban azt lattuk,
hogy mig a tobbi neuromodulaciés hatds befelé¢ és kifelé iranyuld
tonusos aramokat is kelthet, addig az orexinnél a befelé¢ iranyuld

tonusos aramok erds dominanciajat figyelhettiik meg.
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MEGBESZELES

A jelen dolgozatban valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy a
PPN kolinerg neuronok hagyomanyos in vitro -elektrofiziologiai
csoportositasa megallja-e a helyét a transzgén technikakkal azonositott
kolinerg neuronok esetén is. Azt is vizsgaltuk, hogy 1jabb
csoportositasi lehetdségeket, esetleg a funkcionalis tulajdonsagok
rostrocaudalis gradiensét fel lehet-e tarni. A masik fontos kérdésilink az
volt, hogy az orexinerg neuromoduldcionak van-e asztrocita fliggd
komponense. Ha igen, azonos-e ez a komponens a mas

neuromodulacios hatasok soran latottakkal.

Roviden 0Osszefoglalva azt allapitottuk meg, hogy a PPN
neuronok hagyomanyos elektrofiziologiai csoportositdsa megallja a
helyét transzgén technikak alkalmazasa esetén is. Az A-arammal
rendelkezd kolinerg neuronok kozott két tovabbi csoportot, a korai és
késoi tiizelésii neuronok kategériait mutattuk be. Bemutattuk, hogy
korai és késOi tiizelésli neuronok, valamint az alacsony és magas
frekvenciaji membranpotencidl-oszcillaciét mutaté neuronok a mag

rostrocaudalis tengelye mentén ekiiloniilnek.

Kimutattuk tovabba, hogy az orexinerg neuromodulacid

asztrocitakon keresztiil érvényesiild része a SIC-ekre kifejtett hatdsat
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nézve megegyezik a tobbi neuromodulacios hataséval. A SIC-ekre
kifejtett neuromodulaciés hatds feltehetéen egy aspecifikus, k6zos
komponense lehet a mag neuronjainak aktivitdsdt megvaltoztato

hatasoknak.

A PPN kolinerg neuronok funkcionalis csoportositasa

Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a ChAT-tdTomato
egérmodell alkalmas a kolinerg neuronok funkcionalis tulajdonsagainak
vizsgélatara, ¢és hasznalatdval megerdsitettik a korabban leirt
funkcionalis csoportok meglétét. Ezen kiviil megerdsitettiik, hogy a
kolinerg neuronok jellemzdje a magas kiiszobli membranpotencial-
oszcillacio, és bebizonyitottuk azt, hogy az akcids potencial tiizelési

frekvenciajat hatarozza meg.

Bemutattuk, hogy a kolinerg neuronok kiilonb6z6 funkcionalis
csoportjai a PPN caudalis és rostralis teriiletén eltéré aranyban
talalhatdak. Az LTS-ek a PPN kolinerg neuronokon ritkan valtanak ki
akcios potencialt és elsésorban a PPN rostralis teriiletén 1évé kolinerg
neuronok tulajdonsdga. Az A-drammal rendelkezd neuronokat tovabbi
két alcsoportra osztottuk. Ezek a késOi és korai tiizelésli neuronok,
melyek koziil a késoi tiizelésti csoport inkdbb a PPN caudalis részén

volt megtalalhato.
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A magas frekvenciaval és alacsonyabb powerrel rendelkez6 HTO-k a
PPN caudalis részén voltak, mig a magas powerd, alacsonyabb
frekvenciagja HTO-k inkabb a rostralis teriileten voltak lathatoak.
Emellett megallapitottuk, hogy a HTO-k magasabb amplitadot mutattak

a szo6man, mint a proximalis dendriten.

Korabbi tanulmanyok NADPH diaphorazt, bNOS ¢és ChAT
immunhisztokémiai modszereket alkalmaztak a kolinerg neuronok
azonositasaira. =~ A  membrantulajdonsagok  vizsgalata  azonban
genetikailag azonositott PPN kolinerg neuronokon eddig még nem
tortént meg. Kisérletiinkben elhanyagolhatdo szdmu tdTomato-pozitiv
neuron bizonyult ChAT-negativ neuronnak az immunhisztokémiai
vizsgalat soran. Irodalmi adatokkal Gsszhangban allithatjuk, hogy a
ChAT-tdTomato egér modell eredményesen hasznalhatd6 neuronok

funkcionalis paramétereinek vizsgalatdhoz.

A PPN-ben 1év6 neuronokat hagyomanyosan 3 nagy csoportra
osztottdk a membransajatsagaik alapjan. Az irodalmi adatokban
eléforduld nem egységes jelolést Gsszesitettiik és egy jol hasznalhato
csoportositast hoztunk Iétre. Az 1. tipusi neuronok kalcium
konduktanciak altal okozott LTS-sel rendelkeznek. A II. tipusu

neuronok A-arammal rendelkeznek. A III. tipusi neuronra mindkét
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tulajdonsag jellemz6, mig a IIIK. jelolést azokra a neuronokra
hasznaltuk, melyekre egyik tulajdonsag sem jellemzo.

Nagyjabol egybevagoéan az irodalmi adatokkal, a transzgén
egéren végzett vizsgalataink soran is azt taldltuk, hogy a vizsgilt
neuronok csak kis része, 12%-a tartozott az I. csoportba és a legtobb
(48%) a 1II tipust neuronbdl volt. Adatainkat elemezve elsOként mi
irtuk le, hogy a II. tipusu neuronok nagyobb ardnyban voltak jelen a
PPN caudalis teriiletén, ¢és a rostralisan elhelyezkedd neuronok 1/3-a
tartozott ide. A csoportositasra hasznalt paramétereken tuli egyetlen
tovabbi funkcionalis kiillonbség minddssze annyi volt a funkciondlis
csoportok kozott, hogy a III. tipustu neuronok alacsonyabb maximalis
tiizelési frekvenciat mutattak depolarizacio hatésara.

Tanulmanyunkban az  LTS-ek  eléfordulasa  szintén
rostrocaudalis gradienst mutatott, a rostralisan elhelyezkedé neuronok
jellemzbje volt. Tovabbi lényeges Osszefiiggést talaltunk az LTS-ekkel
kapcsolatban, miszerint az LTS-sel rendelkez6 neuronok ugyanis
bipolaris dendritfaval rendelkeztek, mig az LTS nélkiilieck inkabb
multipolarisak voltak.

Eredményeink alapjan megéllapithatjuk, hogy az irodalomban
eddig hasznalatos eredeti csoportositds még mindig hasznalhat6 a PPN
neuronok funkciondlis membréansajatsagainak leirdsara. Az LTS
jelenlétének rostrocaudalis kiilonbségei, valamint a III. tipusti neuronok

alacsony tiizelési frekvencidja egylittesen arra utalhatnak, hogy a
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rostrocaudalis tengely mentén a kolinerg neuronok funkcidja eltérd
lehet.

A 1II. és III. tipusti neuronok egy jellemzdje, hogy A-drammal
rendelkeznek. Ez egy tranziens, fesziiltségkapuzott kaliumaram,
melyr6l azt tudjuk, hogy az akcids potencial késését okozza a
depolarizald stimulus kezdetéhez képest, és az irodalmi adatok alapjan
az A-aram késési ideje 50 ¢és 500 ms kozott valtozik. Az A-arammal
rendelkezd PPN kolinerg neuronokat vizsgalataink soran korai és késdi
tiizelésti neuronokra osztottuk. Ezen feliil a PPN-ben korrelaciot
figyelhetiink meg az A-aram kinetikdja €s az akcids potencial késése
kozott.  Ujabb rostrocaudalis kiilonbségként leirtuk, hogy a késoi
tiizelésti neuronok inkabb a PPN caudalis részén foglalnak helyet. Az
A-aramnak a fiziologias akcidspotencidl-tiizelésben betoltott szerepe
mellett  feltételezhetd a  hozzajarulasa  kiilonb6zo  korélettani
folyamatokhoz is. Azt talaltak, hogy kisérletesen elidézett gyulladasos
koriilmények kozott a cardiomyocytdk A-aramanak amplitudoja
csOkkent. Ennek alapjan feltételezhetjiik, hogy neuroinflammatorikus
folyamatok a PPN kolinerg neuronjainak tiizelési mintézatat is képesek
befolyasolni azaltal, hogy csokkentik az A-aram amplitudojat és az
akcidés potencial késést, hozzdjarulva az alvéas-ébrenlét ciklusok

megvaltozashoz.
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A magas kiiszobii oszcillaciok a PPN kolinerg neuronjain is
megfigyelhetok, és az irodalmi adatok szerint az oszcillaciok
frekvenciaja 4-16 Hz és 4-80 Hz kozott valtozik a theta és beta-gamma
tartomanyok kozott. A PPN kolinerg neuronjainak jellemzo
tulajdonsaga a magas kiiszobli oszcillacio, fliggetleniil a klasszikus
funkcionalis alcsoportoktol vagy a morfologiai jellemzoktol.
Megerdsitve az irodalmi adatokat, az alacsony frekvencidju és magas
amplitadoji oszcillaciokat a genetikailag azonositott kolinerg neuronok
esetében a PPN rostralis teriiletén talaltunk, mig a caudalisan 1évo
kolinerg neuronokra az alacsony amplitudéju és magas frekvenciaju
oszcillaciok  voltak  jellemzdek. Szimultan ~ méréseinkbdl
megallapithattuk, hogy a szoman mért oszcillacios aktivitas a dendriten
alacsonyabb amplitadoval, de azonos frekvenciaval ¢és idében jelenik
meg. Ebbdl addédoan azt feltételeztiik, hogy a HTO kialakuldsanak
helye a szdma, €s az oszcillacio passzivan terjed a dendrit felé.

Azt is demonstraltuk, hogy a HTO-k frekvenciaja egyenesen
aranyos az ugyanazon neuron atlagos tiizelési frekvencidjaval és a
HTO-k gatlasa szignifikdnsan noveli a tilizelési frekvenciat.
Valo6szinlinek tartjuk, hogy a membranpotencial-oszcillaciok és az
akcidspotencial-tiizelési frekvencia kozott az a kapcsolat, hogy mindkét
jelenséget ugyanazon ioncsatorna készlet hozza létre,

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy megerésitettiik a HTO-k

létezését és bemutattuk rostrocaudalis kiilonbségeit a PPN-ben. A
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HTO-k nagyobb valoszinliséggel a szoman generalddnak, semmint a
dendriten. Ez a jelenség képes meghatirozni a neuronok

akcidspotencial-tiizelési frekvenciajat.

A PPN kiilonbozé projekcidi jol ismerten topografiailag
szervezettek. A caudalis PPN az area tegmentalis ventralis és a striatum
dorsomedialis teriiletéhez adnak bemenetet, mig a rostralis PPN a
substantia nigra pars compacta terliletét, valamint a dorsolateralis
striatumot innervalja. Ezek a tények Osszhangban vannak a PPN
caudalis és rostralis teriiletei kozotti  ismert  funkcionalis
kiilonbségekkel. Tanulmanyunkban kimutattuk, hogy szdmos
membrantulajdonsag rostrocaudalis megoszlassal rendelkezik. Az LTS
jelenléte a rostralisan elhelyezkedd kolinerg neuronokra jellemzd, mig a
caudalis teriileten késoi tiizelésli és lassu A-drammal rendelkezd
kolinerg neuronokat talaltunk. Ezen kiviil a HTO-k jelenléte (és ennek
megfeleléen a tiizelési frekvencia) is szintén mutatott rostrocaudalis
closzlast. Ezek az in vitro rostrocaudalis kiilonbségek allhatnak a
hatterében az in vivo korilmények kozott talaltak kiilonbségeknek.
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
kiilonboz6 teriiletein terapias céllal alkalmazott mély agyi stimulacid

eltéré kimeneteleinek megértéséhez.
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A PPN-re hato orexinerg neuromodulacios hatasok vizsgalata

A laboratérium  korabbi  kutatasainak  folytatasaként
megvizsgaltuk az orexinnek a PPN neuronok tonusos neuronalis
aramaira, EPSC-ire és SIC-eire gyakorolt hatésat, illetve korrelaciokat
kerestiink ezen paraméterek és a korabbi, a SIC-eken érvényesiilé mas
neuromodulacids hatasokat feltaro kutatasi eredményeink kozott.

Azt talaltuk, hogy orexin hatasara a SIC aktivitas novekedett
abban az esetben, ha a kontroll aktivitds alacsony volt, mig csokkent
abban az esetben, ha a kontrollban magas volt a SIC aktivitas. A SIC-
eken érvényesiild orexinerg hatas fiiggetlen az EPSC-kre és tonusos
inward aramokra gyakorolt hatasaitol. Egy fontos kiilonbséget talaltunk
az orexin €s a tobbi neuromodulacios hatdsok kozott: az orexin csaknem
soha nem valtott ki tonusos kifelé iranyuld aramot.

Vita targya lehet az, hogy a SIC-eket kivalto asztrocita aktivaciod
az orexin direkt vagy indirekt hatasanak kovetkezménye. A SIC-ekre
kifejtett orexinerg hatds asztrocitdkra gyakorolt direkt hatas
kovetkezménye is lehet. Jol ismert, hogy OX1R és OX2R receptorok is
megtalalhatok asztrocita sejttenyészeteken, de OXI1R receptort nem
talaltak in situ PPN asztrocitakon, csak neuronokon. Mivel az OX2R
szintén megtalalhaté a PPN-ben neuronokon és az asztrocitdkon is, igy

esetleg azok direkt aktivacidja vezethet a SIC-ek megjelenéséhez.
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Mindezek mellett azonban feltételezhetd az is, hogy az asztrocitdk a
megndvekedett atlagos neuronalis aktivitasra reagdlnak.

Masik fontos kérdés, hogy vajon az orexin SIC-ekre gyakorolt
hatasa  nevezhet6-e  fiziologids  jelenség modelljének, vagy
patofizioldgiai mechanizmusokat képvisel-e. Az orexin receptorok ¢€s a
glutamat transzporterek szdma egyes neurodegenerativ betegségekben
és cerebralis ischaemiaban ndvekednek, €s protektiv szerepet tolthetnek
be ezekben a folyamatokban.

Feltételezziik, hogy a SIC-ek, valamint a SIC-ekre gyakorolt orexinerg
hatasok fiziologias koriilmeények kozott is jelen vannak, de valdsziniileg
feler6sodnek pathologias koriilmények kozott.

Kiilonb6z6 neuromodulacios hatasoknak, agonistdknak a SIC-ekre
gyakorolt hatasai fliggenek a kontroll SIC aktivitasatol. Ennek egy
elképzelhetd hattere, hogy az asztrocitdk a neuromodulacids hatdsokra
megndvekedett neuronalis aktivitdsra valaszolva megndvelik az
extraszinaptikus glutamat koncentraciéjat. Ha az extraszinaptikus
glutamatkoncentracio eredetileg alacsony volt, a glutamat szintjének
emelkedése extraszinaptikus NMDA receptorokat aktival és a SIC
aktivitas novekedéséhez vezet. Abban az esetben, ha a kiindulo
extraszinaptikus  glutamatkoncentraci6 magas volt, a glutamat
szintjének  tovabbi  ndvekedése az  NMDA  receptorok

deszenzitizacidjdhoz vezet.
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Eredményeink alatamasztjak azt az elméletet, hogy a PPN-ben a
SIC-eket kiilonb6zé neuromodulaciés mechanizmusok egységesen
modulaljak, ezaltal 1étezhet a neuromodulaciés mechanizmusoknak egy
kozos, asztrocita-fliggd komponense. Ez az asztrocita-fliggd
komponens azonban feltehetéen nem, vagy legalabb részben nem az
asztrocitdk direkt aktivaciojanak a kovetkezménye, hanem valasz a
neuromodulacids hatasok altal megvaltoztatott neuronalis aktivitasra. A
PPN-ben a SIC-ek esetlegesen egy asztrocita-fliggé homeosztatikus

szabalyozas részei.
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OSSZEFOGLALAS

A nucleus pedunculopontinus a retikuldris aktivacios rendszer
egy kolinerg magja. Elettani jelentdségét az adja, hogy az alvas-
¢brenlét ciklusok szabalyozdsdban, a szenzoros kapuzasban és a

mozgasszabalyozasban jatszik fontos szerepet.

A magot bar kolinerg strukturaként ismerik, GABAerg ¢és
glutamaterg neuronok is megtalalhatoak itt sz€p 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 elsé részében a korabbi, post hoc neurokémiai
sejtazonositasra  €épiilld csoportositast vizsgaltuk feliill transzgén
technikén alapuld sejtazonositas segitségével. Megallapitottuk, hogy az
A-arammal rendelkezé kolinerg neuronok két tovabbi csoportra, korai
¢és késoi tiizelésti neuronokra bonthatéak. Kimutattuk tovabba, hogy az
A-dram, az alacsony kiiszobli tiiskék ¢és a magas kiiszobl
membranpotencial-oszcillaciok is  valtozd eloszlast mutatnak a
rostrocaudalis tengely mentén. A rostrocaudalis tengely mentén
fellelheté szamos kiilonbség potencidlisan a Parkinson-koér esetén
végzett mély agyi stimulacio hely szerint kiilonb6z6 kimeneteleinek a

sejtszintli elektrofiziologiai hattere.
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A PPN szdmos, az alvas-ébrenlét ciklusokat befolyasold
neuromodulaciés mechanizmus célpontja.  Korabbi munkénkban
bemutattuk, hogy a kolinerg, szerotoninerg ¢és kannabinoid
neuromodulacidés  hatasnak egymassal atfedd, asztrocita-fliggd
komponensei is vannak. Ilyenek voltak az asztrocita aktivacid hatdsara
a neuronokon kialakuld tonusos befelé €s kifelé iranyulé aramok és a
fazisos lassu befelé iranyuld aramokra (SIC-ekre) gyakorolt Osszetett

hatas.

Az orexinerg neuromodulacid6 némileg eliit az eddig
vizsgaltaktol, hiszen a tobbféle tonusos hatas helyett ez tudottan a
neuronok homogén depolarizacidjat okozza. Célul tiiztiik ki, hogy az
orexinnek a SIC-ekre kifejtett hatasat vizsgaljuk. Megallapitottuk, hogy
ha a kiindulé SIC aktivitas alacsony volt, az orexin novelte azt; mig ha
a SIC aktivitas kontroll koriilmények kozott magas volt, az orexin
csokkentette azt. Ez a feltehetben NMDA receptor aktivacié vagy
deszenzitizacio altal okozott jelenség megegyezett az Osszes, altalunk
vizsgalt neuromodulaciés 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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