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Bevezetés

Doktori értekezésemben kett6 kutatasi témaval foglalkozom: mind fizioldgias (alvas-ébrenlét
ciklus) mind pedig patologias (epilepszia) agyi allapotok cellularis ¢és halozati

mechanizmusainak feltarasaval.

Neuronalis szinkronizacio

A neurondlis miikddés egyik legfontosabb feladata a kiilonb6zd eredetli szignalok temporalis
doménben torténd rendszerezése, amelynek egyik formaja a ritmikus neuronalis aktivitas, ami
egyedi sejtek, lokalis neuronhalézatok vagy akar tavoli idegsejtek mikodését is
befolyasolhatja. A szinkron aktivitas rendkiviil hatékony stratégia kiilonb6zo rendszerek esetén
(Néda és mtsai., 2000). A ritmikus neuronalis aktivitas alapjai egyrészt a neuronok intrinszik
konduktanciai, masrészt a halozat kiilonb6zé komponenseinek szinkronizalt miikddése.
Szinkronizalt oszcillaciok kisérik a kiillonb6zd szenzoros modalitasokbol szarmazo informéciok
feldolgozasat, a motoros valasz megtervezését és kivitelezését, kiilonbozo kognitiv funkciokat
¢s patologids mitkddéseket. Az oszcillaciok mintdzatat és dominans frekvencidit specifikus
mechanizmusok és az agy funkcionalis allapota hatdrozza meg (McGinley és mtsai., 2015). A
legszembetlinObb agyi allapot valtozas az alvas-ébrenlét atmenetnél figyelheté meg, mélyalvas
soran kis frekvenciaju, nagy amplitidoji elektroenkefalogram (EEG) aktivitas detektalhato,
amely alapja a neuronok szinkron miikddése, igy ezt az agyi allapotot szinkronizalt allapotnak
is nevezziik. Bizonyos patologias esetekben, mint példaul az epilepszia, hiperszinkron agyi
allapotok alakulhatnak ki, amelyek tudatvesztéssel is jarhatnak. A deszinkronizalt allapotot,
amely intenzivebb agyi aktivitaskor (ébrenlét) detektalhatd, nagy frekvencidju, kis amplitadoju
EEG hulldmok jellemzik (Lee és Dan, 2012). A kiilonb6zd fiziologids €s patoldgias
szinkronizaciok nagy része a talamo-kortiko-talamikus halézatban keletkezik (Crunelli és
mtsai., 2018), azonban ezeket szamos kéreg alatti régiobol, mint példaul az agytorzsbol és a
hipotalamuszbol érkez6 bemenetek finomhangoljak, ritmikus osszillaciokat eredményezve
(LOrincz és Adamantidis, 2017).

Talamo-kortiko-talamikus halozat

A talamusz agyunk legfontosabb relé allomasa, amely reciprok kapcsolatban all az agykéreggel,

kialakitva igy a talamo-kortiko-talamikus halozatot. A rendszer épsége minden magasabb rendii



idegi miikodés alapvetd feltétele. A talamusz teriilete szamos sejtcsoportra (magra) oszthato fel.
A szaglas kivételével minden perifériardl érkezd szenzoros informécié a primer szenzoros
relémagok talamokortikalis neuronjaitdl az illet szenzoros modalitas primer kérgi teriiletére
vetlil. Ezek a serkentd projekciok domindnsan a granuldris réteg tiiskés csillagsejtjein,
piramissejtjein és kosarsejtjein végzédnek (1. abra). Az infragranularis kortiko-talamikus
serkentd projekciok altal a kérgi informacid visszajut a talamuszba (Guillery és Sherman, 2002,

Cruikshank és mtsai., 2007).

1. abra: A talamo-kortiko-talamikus halozatot alkoté idegsejtek. A kéreg teriiletén elhelyezkedd
serkent6 kortiko-talamikus piramis sejt (piros), csillagsejt (bordo) és a gatlo kosarsejt (barna), valamit a
talamusz teriiletén talalhato serkentd talamokortikalis relé sejt (kék) és a gatldo nucleus reticularis
thalami sejt (zold) a talamo-kortiko-talamikus haldozat esszencialis alkotd elemei (Crunelli és mtsai.,
2020).

A talamo-kortiko-talamikus halozat egyik f6 sejttipusa a glutamaterg talamokortikalis relé sejt.
A primer szenzoros talamusz talamokortikalis relé sejtjei serkentd bemenetet kapnak a
szenzoros perifériardl, illetve kiilonbozd agykérgi teriiletekrdl, gatld bemeneteik pedig
els6sorban a talamuszt hagymahéjszeriien koriilvevé nucleus reticularis thalami-bol (nRT)

erednek. Az nRT sejtek szintén kulcs elemei a talamo-kortiko-talamikus halézatnak.



Axonkollateralisok altal serkentd6 bemenetet kapnak mind a talamokortikalis relé, mind a
kortiko-talamikus neuronoktol. A talamokortikalis relé sejtektdl eltéréen, az nRT neuronjai
nem vetitenek a kéregbe, csupédn a talamokortikalis relé sejtekhez kiildenek gatlé bemeneteket
(Cox és mtsai., 1997). Ez a reciprok serkentés és gatlas, illetve a talamo-kortiko-talamikus
halozatot alkoto sejtek intrinszik tulajdonsagai teszik lehetévé, hogy a serkentd és a gatlo
ciklusok ritmikusan valtakozzanak, ami a kiilonb6z6 talamo-kortiko-talamikus oszcillaciok
létrejottének kedvez (Crunelli és mtsai., 2020). Mind a talamokortikalis relé¢, mind az nRT
sejteknek két membranpotencial fliggd tiizelési modja ismert: fokozott membran polarizacidra
(<-60 mV) a kisiiléssorozatos tiizelés, mérsékelt membran polarizaciora (>-60 mV) a tonusos
tiizelés jellemzé (McCormick és Bal, 1997). A talamikus neuronok membranpotencialja
allapotfiiggd. Ebrenlétre és paradox alvasra (PA) mérsékelt membran polarizacid és ennek
kovetkeztében tonusos tiizelés, lassi hullamu alvasra (LA) hiperpolarizalt membran és
kisiiléssorozatos tiizelés jellemzé (Hirsch és mtsai., 1983, Urbain és mitsai., 2019). Az agyi
allapotok a neuromodulator rendszerek (noradrenerg, hisztaminerg, szerotonerg, kolinerg) altal
befolyasoljak a talamokortikalis rel¢ és nRT neuronok membranpotencidljat és ezaltal tiizelési
modjukat (Bal és McCormick, 1993). A kisiiléssorozatos tiizelés alapjat az alacsony kiiszobii
T-tipust Ca®*-csatornakon bearamlé Ca?* ionok altali membran depolarizacié alkotja, amely
nagy frekvenciaju Na' akcios potencial sorozatot is okozhat. A membran polaritasanak
csokkenése kdvetkeztében a T-tipust Ca®*-csatornak inaktivalnak és a megnyilé K* csatornak
a membrant repolarizaljdk. Hiperpolarizdlt membranpotencial értékek mellett a
talamokortikalis rel¢ sejtek HCN csatornai megnyilnak. A csatorndkon bearamlé kationok éltal
kialakitott hiperpolarizacio altal aktivalt ionaram (In) hatasara a membran hiperpolarizacidja
csokken, ami a T-tipusti Ca?*-csatornak nyitasahoz vezet. Az nRT sejtek esetében a Na* akcids
potencil sorozat lecsengését kovetéen egy Ca?*-aktivalt K* aram indukalja a hiperpolarizaciot.
Ezekre a sejtekre nem jellemzd az In jelenléte (Bal és McCormick, 1993, Pape, 1996). A
felsorolt 1ondramok kozotti interakcid ritmikusan ismétlodd kisiiléssorozatos tiizelési
mintazatot eredményez (Leresche és mtsai., 1990). A HCN csatornék vagy a T-tipusti Ca?*-
csatorndk farmakologiai blokkolasa a ritmikus oszcillaciot megallitja, bizonyitva igy a sejtek
intrinszik tulajdonsagainak ritmikus oszcillaciok kialakitasaban és fenntartasaban betdltott

nélkiilozhetetlen szerepét (Luthi és McCormick, 1998a).



Fiziologias agyi allapot: alvas-ébrenlét ciklus

Az alvas életiink jelentds részét kitolto, latszolag nem produktiv agyi allapot. Azonban a nem
megfeleld mindségli vagy mennyiségli alvas kognitiv teljesitményiinket rontja és a hosszu tava
alvashiany egészségiigyi problémahoz vezethet, mint példdul sziv ¢és érrendszeri
megbetegedések, elhizas és egyes neurologia betegségek (Alzheimer kor, Parkinson kor)
(Weber és Dan, 2016, Mander ¢és mtsai., 2017). Az agyi allapotok kozotti kiilonbség ébrenlét
és alvas kozott a legegyértelmiibb (Zagha és McCormick, 2014). Ebrenlét alatt, nagy
frekvenciaja, alacsony amplitadéoju alfa hullam (8—15 Hz) és béta (15-30 Hz) EEG hullamok
figyelhetdek meg. A szendergés alatt théta hullamok (4-7 Hz), az elalvast kévetden 14-16 Hz
frekvenciaja alvasi orsok, illetve az LA mély fazisaiban (LA2-LA3) nagyobb amplitadoéju,
kisebb frekvenciaju (0,5-4,5 Hz) lassu és delta hullamok regisztralhatok az EEG-on. A nagy
amplitudoju lassu hullamok okozdja az idegsejtek szinkron aktivitdsa. A kérgi és talamikus
neuronok aktivitasa ilyenkor aktiv (depolarizalt) és inaktiv (hiperpolarizalt) allapotok kozott
oszcillal (Steriade és mtsai., 1993a, Steriade ¢és mstai.,, 1993b, Steriade és mstai., 1993c).
Depolarizalt allapotban a kérgi és talamokortikalis relé sejtekben intenziv szinaptikus aktivitas
¢s az ¢éber allapotra jellemzd, fokozott akcids potencidl leadds figyelhetd meg, mig a
hiperpolarizalt allapot jellemzdje a neurondlis aktivitds hidnya. A lassi oszcillaciobdl az
aktivalt allapotba valo atmenetet a kérgi, a talamokortikalis €s az nRT neuronok egyiittesen
szabalyozzak. LA alatt az izomtonus csokken, de nem sziinik meg (Siegel, 2004, Gent és mtsai.,
2018). A PA szakaszara az ébrenlét alatt megfigyelt deszinkronizalt EEG jellemzd, azonban az
erds motoros gatlas kovetkeztében az izomténus hianya figyelhetd meg az elektromiogram
(EMGQG) felvételeken (Brown ¢€s mtsai., 2012). Lathatjuk, hogy az alvas valojaban egy olyan
dinamikus allapot, amely az LA kiilonb6z0 szakaszai €s a paradox alvasok kozotti gyors
atmenetekbdl tevodik dssze. Az elmult idészakban megjelent szamos 0j technoldgiai innovacio,
mint példaul az optogenetika (Boyden és mtsai., 2005), Ca?" indikatorokon alapulé képalkotd
modszerek (Gobel és Helmchen, 2007) és a virdlis vektorokkal valo jelolés (Lanciego és
Wouterlood, 2020) lehetévé tette az alvas-ébrenlét sejtszintii mechanizmusainak vizsgalatat
(Weber ¢és Dan, 2016). Jol ismert, hogy az alvas fazisai, illetve az alvéas és ébrenléti allapot
kozotti atmenetek mechanizmusai nagyon Osszetettek, kevésbé feltartak (Brown és mtsai.,
2012). Az agyi allapotok mechanisztikus feltarasanak f6 akadalya a résztvevo sejtes elemek
heterogenitdsa, amelyek szelektiv vizsgalatat tovabb neheziti, hogy az elalvast és az ébrenlétet
facilitalo idegsejtek gyakran azonos agyi régiokban talalhatok (Weber és Dan, 2016). Tovabba

egyre tobb, egymassal kolcsonhatisban 1év0 agyi teriiletr6l és azok neuromodulatoros
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rendszerérdl fedezik fel, hogy dinamikus interakciojuk szabalyozza az agyi allapotok valtozasat

(Lorincz és Adamantidis, 2017).
A neuromodulicio szerepe az alvas-ébrenlét szabalyozasaban

A kiilonb6z6 magatartasi allapotok alatt szamos agyi région belill mdédosul a neuronok
aktivitasa, azonban a legfeltiin6bb valtozasok az alvas-ébrenlét fazisai soran figyelhetok meg.
Az allapotok kozotti atmenet l1étfontossagli, ennek neurondlis kontrollja a neuromodulator
(kolinerg, noradrenerg, szerotonerg €s hisztaminerg) rendszerek egyik f6 feladata (Lee és Dan,
2012). Az 1930-as években Frederic Bremer macskak agytorzsi 1ézios kisérletének eredményei
mérfoldkovet jelentettek az alvéas-ébrenléti ciklus kutatasaban. Kisérleteiben a kozépagy
atmetszése az alvashoz hasonlo allapotot valtott ki, ezért az feltételezte, hogy az éber allapotért
felelds agyi struktura a nytltveld és a kozépagy kozotti teriileten helyezkedik el (Kerkhofs és
Lavie, 2000). 1949-ben Guiseppe Moruzzi és Horace Magoun a hid és a kozépagy hataran talalt
ra arra a teriiletre, amely fokozza az éber allapotot. A teriilet stimuldcidja az eldagyban
¢brenlétre jellemzé EEG deszinkronizacidt eredményezett, mig eltavolitasa folyamatos
alvasszerii allapotot idézett eld. A teriilet a felszalld retikularis aktivalo rendszer elnevezést
kapta (Moruzzi és Magoun, 1949).

A szerotonin alvasszabalyozasban jatszott szerepére az 1900-évek kdzepén, macskakon végzett
kisérletek hivtak fel a figyelmet. Egyes kisérletek a szerotonin hipnogén hatasat bizonyitottak.
A vizsgalatok soran a macskak intraventrikularis szerotonin (5-hidroxitriptamin; 5-HT)
injekciora alvastobblettel reagaltak (Koella és Czicman, 1966). Ugyanakkor, a szerotonin
(Jouvet, 1969). Ezek a mérfoldkovek alapoztak meg az alvas-ébrenlét ciklus szabalyzasanak és

az abban résztvevd neuromodulatorok szerepének feltérképezését.
Szerotonerg rendszer

A szerotonerg rendszer egy evoluciosan konzervalt, komplex neuromodulator rendszer, amely
kozel az Osszes agyi régioba projektal. Az 5-HT az agytorzsben 1évé RM-ban elhelyezkedd
szerotonerg neuronok axon terminalisaibol szabadul fel és szdmos agyi funkciot befolyasol. Az
alvas-ébrenlét szabalyzdsaban betoltott szerepe mellett az 5-HT részt vesz az egyes szenzoros,
motoros ¢€s kognitiv funkciok finomhangoldsaban, diszfunkcidja viszont olyan koros
allapotokkal hozhat6 Osszefliggésbe, mint példaul schizofrénia, depresszid, autizmus,
szorongas (Jacobs és Azmitia, 1992, Monti, 2011). Korabbi farmakoldgiai tanulméanyok a

szerotonerg rendszer oras-napos idéskalan torténé modulald funkcidjara fokuszaltak, ajabban
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a rendszer tranziens aktivitdsanak hatdsait is vizsgaljak optogenetikai, fiziologiai ¢s magatartas
vizsgalatok kombinacidjaval (Ranade és Mainen, 2009, Nakamura és Wong-Lin, 2014, Lottem
¢és mtsai., 2016).

A szerotonerg rendszer neuroanatomiaja

A RM szerotonerg sejttestei az agytorzs kozépvonalaban szuperior (felszalld) és inferior
(leszalld) csoportra kiiloniilve helyezkednek el. Hagyomanyos osztalyozas szerint B1-B9
magcsoportokat kiilonboztethetiink meg (Steinbusch, 1981). A nyultveld teriiletén
elhelyezkedd inferior csoport neuronjai (B1-B4) a nyultveld teriileteire illetve a gerincveldbe
projektalnak, ezéltal a fijdalom, termolegulacio, kardiovaszkularis szabdlyzas és a 1égzés
koordinalasaban vesznek részt. A szuperior idegsejt csoport a hid és a kozépagy teriiletérol az
eldagyba kiildi axonjait, ahol az alvas-€brenlét, a hangulat és kiilonb6zd kognitiv funkcidk
szabalyzasahoz jarul hozza (Jacobs és Azmitia, 1992).

A RM neuronjai rendkiviili médon kiterjedt halozatot épitenek ki mind rosztralis mind pedig
kaudalis iranyba. Projekcidkat kiildenek a lateralis hipotalamusz (LH), a talamusz, az
amygdala, a stridtum, a szeptum, a hippokampusz és a kéreg szamos teriilete fel¢ (Vertes €s
Kocsis, 1994). A RM afferensei tobb forrasbol szarmaznak: a vestibularis mag kolinerg
sejtjeibol, a dorzalis nyultveld adrenalint termeld sejtjeib6él, a locus coeruleus noradrenerg
sejtjeibol, a substantia nigra és a ventralis tegmentalis teriilet dopaminerg neuronjaibol, a
periaqueductélis sziirkedlloméany peptiderg sejtjeibdl és a laterdlis habenula glutamaterg
sejteibdl egyarant érkeznek afferens bemenetek a medialis raphé mag (MRM) ¢és a dorzalis
raph¢é mag (DRM) teriiletére (Jacobs €s Azmitia, 1992). Sert-Cre és GAD2-Cre egértorzsek
retrograd transz-szinaptikus virussal vald fertdzése lehetdvé tette a magcsoporton beliil
elhelyezked6 két f6 sejtcsoport (5-HT-t, gamma-amino-vajsavat (GABA) szintetizalo)
preszinaptikus partnereinek azonositsat. Bizonyitottdk, hogy mind a szerotonerg, mind a
GABAerg neuoronok f6 preszinaptikus partnerei a LH, a habenula, az amygdala és a
prefrontalis kéreg. Azonban a DRM szerotonerg neuronjaira jelentdésebb szamu kérgi bemenet
érkezik, mint a DRM GABAerg neuronjaira. A fertézést kovetéen a LH-ban kiilondsen sok
jelolt neuront mutattak ki. DRM fertézés utan hozzéavetdleg dupla annyi sejt jel6lddott a LH-
ban, mint amikor a fertézést a MRM-ban végezték (Weissbourd és mtsai., 2014). Tovabbi
vizsgélatok azt bizonyitottak, hogy a LH teriiletér6l DRM-ba vetitd idegsejtek jelentds része
GABAerg interneuron (Gervasoni €s mtsai., 2000), amely alapjan valdszinii, hogy a DRM-ba

projektalo LH GABAerg neuronok aktivitasa jelentds hatassal van a DRM funkcidira.
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A raphé mag heterogenitasa

Kombinalt fizioldgiai és immunhisztokémiai vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy a DRM
¢s MRM teriiletén talalhat6 idegsejteket nagymértékii heterogenitas jellemzi (Allers és Sharp,
toObbsége magas spontan tiizelési frekvenciaval (>12 Hz) jellemezhet6 és gamma-amino-
vajsavat szintetizald glutaminsav dekarboxilaz (GAD) immunreaktivak. A regisztralt neuronok
masik csoportjara alacsony spontan aktivitas, illetve 5-HT és/vagy triptofan-hidroxilaz
immunreaktivitas jellemz6 (Jacobs és Azmitia, 1992, Li és mtsai., 2001). Tovabbi kisérletek
harmas immunjeldlés alkalmazasaval (szerotonin, GAD, tirozin-hidroxilaz) kimutattak, hogy a
kiilonb6zo neurokémiai identitdsu neuronok eltérdéen oszlanak el a RM-on beliil (2. dbra). A
tirozin-hidroxilaz pozitiv neuronok leginkabb az aqueductus cerebri alatt helyezkednek el, a
GAD pozitiv sejtek féleg a RM lateralis részén talalhatok, mig a szerotonin pozitiv sejtek a RM

kozépvonalaban lokalizdlodnak (2. abra) (Allers és Sharp, 2003).

2. abra: A raphé mag heterogenitasa. A kiillonb6z6 neurokémiai identitasu neuronok eltérden oszlanak
el a RM-en beliil (szerotonerg-kék, dopaminerg-zold, GABAerg-piros) (Allers és Sharp, 2003).

A RM-on beliil a GABA-n és 5-HT-on kiviil mas neurotranszmitterek jelenlétét is bizonyitottak
az utdbbi években, mint példaul glutamat és egyéb peptid transzmitterek. A RM rosztralis része
dopaminerg neuronokat a DRM kaudalis és rosztralis része neoropeptidY -t termeld neuronokat
tartalmaz. Az RM legkaudalisabb részében talalhatoak a kolecisztokinint termelé neuronok
(Huang ¢és mtsai., 2019). Az MRM-ban taldlhaté 5-HT pozitiv sejtek egy részében Vglut3

expresszio is megfigyelhetd (Sos és mtsai., 2017). A heterogenitast tovabb fokozza, hogy e
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sejttipusok Onmagukban is heterogenitast mutathatnak bemeneteik, kimeneteik, receptor

expressziojuk, illetve fiziologiai tulajdonsagaik tekintetében.
Szerotonerg rendszer hatasa az alvas-ébrenlét ciklusra

A tobbi neuromodulator rendszertdl eltérden, amelyekrdl bebizonyosodott, hogy ¢ébresztd
hatasuak (kolinerg, orexinerg, hisztaminerg, dopaminerg, noradrenerg); (LOrincz és
Adamantidis, 2017), a DRM szerotonerg neuronjainak alvas-ébrenlét ciklus szabalyzasaban
betoltott szerepérdl ellentmondasos kisérleti eredmények sziilettek. Korai tanulmanyok
eredményei alapjan az 5-HT hipnogén hatasa (Torda, 1967, Jouvet, 1969, Idzikowski és mtsai.,
1986), azonban az elektrofiziologiai tanulmanyok leirtak, hogy a vélhetéen szerotonerg
neuronok aktivitasa az ébrenlét alatt a legmagasabb, az LA alvas alatt csokken és PA alatt szinte
teljesen megszlnik (Trulson és Jacobs, 1979). Ennek megfeleléen az eldagyi 5-HT
extracellularis koncentracioja ébrenlét alatt a legkifejezettebb (Portas és mtsai., 2000). Az 5-
HT2 receptorok aktivalasa kisérleti allatokban ébrenlétet (Portas és mtsai., 2000, Monti, 2011),
emberekben alvast valtott ki (Idzikowski €s mtsai., 1986). Tovabbi farmakoldgiai vizsgalatok
szerint az 5-HT szint csokkenése akar insomniat is eredményezhet (Murray és mtsai., 2015). A
szelektiv szerotonin visszavételt gitld antidepresszansok megjelenése ¢€s vizsgalatuk
alatdmasztotta, hogy a szerotonin-transzmisszi6 fokozasa nem hipnogén, hanem ébreszt
hatasu és gatlo hatassal van a PA-ra (Wilson és Argyropoulos, 2005). Erdekes modon, még az
ujabb kutatasok eredményeiben is talalunk ellentmondasokat. Az 5-HT neuronok optogenetikai
stimulacidja egyes esetekben ébredést idézett eld és csokkentette az alvassal toltott id6t (Ito és
mtsai., 2013), mig mas vizsgalatok szerint hipnogén hatast volt (Oikonomou és mtsai., 2019).
A részben egymasnak ellentmond6 eredmények oka a DRM és MRM heterogén sejttipusai,

illetve az alkalmazott stimuléciods protokollok kozdotti kiilonbségekben keresendd.
Lateralis hipotalamusz

A LH és DRM kozotti kolesonds anatomiai kapcsolat ismert (Weissbourd és mtsai., 2014),
azonban ennek funkciondlis jelentdsége még nem tisztazott. A LH nagy kiterjedést,
neurokémiailag heterogén struktara, amely tobb, jol megkiilonboztethetd magbol épiil fel és
szamos folyamat szabalyzasaban vesz részt (3. abra). JelentGs szerepet tolt be az alvas-ébrenlét
ciklus szabalyzédsaban, részt vesz az emociok szabalyzasaban, a célorientalt magatartasokban,
mint példaul evés, ivas, agresszid és bizonyos kognitiv funkciok szabalyzasahoz is hozzéjarul

(Saper és mtsai., 2010, Stuber és Wise, 2016, Weber és Dan, 2016).

14



Jutalmazas
€s biintetés
emocionalis ingerek

Multimodalis asszociaciok és memoriak

Vagalis
SZenzoros
inger és iz

Hippocampus
Szagloguma
nucl. parabrachialis

nucl. accumbens

Amygdala NTS

Raphé
SCN / 1 \ MRF RVLM
Szag Medialis Hypothalamus
Fény/sotét i
Anyagcsere-illapot  Szomatoszenzoros
szignalok ¢€s nociceptiv ingerek

Déntéshozatal Kognitiv funkciék
Orém/Erzelmek Figyelem

. Vegetativ
tippgcampss  Locus folyamatok
Szaglogumo g iatum

oeruleus
halamus e
\ ucl. parabr :u‘luallsl)m,zamS Vagilis
/Nplex

Amygdala - =
~——(@LE)VTVSNCRane
MRF Kaudalis
s Medialis Hypothalamus Raphé
feldolgozas Ebredés Lokomotoros és

lokri ko l' E ¥ 2 - -
Endokrin mukodes 4;.4¢/énrentét oromotoros szabalyzas

3. dbra: A lateralis hipotalamusz kapcsolatrendszere. Sematikus kép a LH f6 bemeneteirdl (fent) és
kimeneteirdl (lent) (Berthoud és Munzberg, 2011).

A LH-on beliill két olyan neuropeptidet szintetizaldo sejtpopulacid is talalhato, amelyeknek
jelentds szerepiik van az alvas-ébrenlét ciklus szabalyzasaban. Az egyik ilyen populaciot az
orexint (orexin-A és orexin-B, mas néven hipokretin 1 és 2) termelé idegsejtek alkotjak
(Berthoud és Munzberg, 2011). Egyes orexint szintetizalo idegsejtek axon termindlisaiban
orexin és Vglut ko-lokalizaio figyelheté meg. Azonban génexpresszios vizsgalatok azt
bizonyitjak, hogy a glutaméat termelés mellet bizonyos orexint termeld idegsejtekben a gatld
neurotranszmitter, GABA felszabadulasa is tetten érheté (Bonnavion és mtsai., 2016). Ezek a
sejtek az agy szamos teriiletére projektalnak, mint példaul a kéregbe, az agytorzsbe és a bazalis
eléagyba, valamint az alvas-ébrenlét ciklus szabalyozasa szempontjabol fontos monoaminerg,
elsésorban a nucleus tuberomamillaris hisztaminerg és a locus coeruleus noradrenerg
sejtieihez. Csekélyebb szdmu innervaciojuk a talamusz teriiletén is megfigyelhetd. Szamos
olyan teriiletrl fogadnak bemeneteket, amelyek részei a felszallo aktivalo rendszernek, mint
példaul a locus coeruleus, DRM és a parabrachialis mag (Yoshida és mtsai., 2006). Ebrenlét

alatti aktivitdsuk kifejezett. Jelentds szerepiik van az alvasbol ébrenléti allapotba torténd
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atmenet szabalyzdsaban. Optogenetikai modszerekkel torténd szelektiv aktivacidjuk alvo
egerek spontan ébredését eredményezi (Adamantidis €s mtsai.,, 2007), tovabba genetikai

csendesitésiik alvaszavart, narkolepsziat idéz elé (Hara és mtsai., 2001).

A LH-ban taldlhaté masik jelentOs sejtpopuldciét a melanin-koncentralé hormont (MCH)
expresszalo sejtek alkotjak. Efferens és afferens kapcsolataik nagyrészt megegyeznek az
orexint termel0 sejtekével. Az MCH idegsejtekre altalaban Ggy tekintiink, mint a LH GABAerg
sejtjeire, hiszen immunpozitivak GAD65-re és GAD67-re, amelyek a GABA szintézis kulcs
elemei. Optogenetikai aktivaciojuk pedig gatld hatast fejt ki a nucleus tuberomamillaris
hisztaminerg sejtjein (Jones és Hassani, 2013, Bonnavion és mtsai., 2016). Az orexinerg
sejtekkel ellentétben a PA és LA folyamataban jatszanak fontos szerepet. Verret és munkatarsai
kimutattdk, hogy az MCH intracerebroventrikularis adagoldsa koncentracio-fiiggé modon
noveli a vizsgalt patkanyok PA idétartamat (Verret és mtsai., 2003). Az MCH neuronok
optogenetikai stimuldcidja ravilagitott arra, hogy mind a LA mind a PA kialakulasaban
szerepiik van, tovabba aktivitisuk a PA id6tartamat noveli. Mindemellett, a MCH sejtek
csendesitése kovetkeztében a PA théta hullamainak amplittdoja és frekvencidja csokkent (Jego
¢és mtsai., 2013). Az MCH neuronok aktivitasa alvas alatt emelkedett €s tiizelési frekvencidjuk

maximuma PA alatt detektdlhato, mig ébrenlét alatt aktivitdsuk lecsokken (Hassani és mtsai.,
2009b).

Az orexint és MCH-t szintetizalé neuronok mellett a LH-ban talalhato vezikularis GABA
tarszportert (Vgat) expresszald idegsejtekrél (LHvgat) iS bebizonyosodott, hogy fontos
szabalyzo funkciot toltenek be az alvas-ébrenlét ciklus soran. Az LHvgat idegsejtek specifikus
ingerlése megnodvelte az €brenlét idOtartamat, valamint nRT sejtek gatlasa altal ébredést
eredményezet LA-bol (Herrera és mtsai., 2016). Az LHvgat sejtek szelektiv csendesitése
hipnogén hatést, alatamasztva igy korabbi kutatasok eredményét, miszerint a LHvgat idegsejtek
hozzajarulnak az ¢ébrenlét fenntartisdhoz (Venner és mtsai., 2019). Az LHvga Sejtek
nytlvanyainak locus coeruleus teriiletén torténé optogenetikai stimulacidja LA-bol és PA-bol
egyarant ébredést eredményez (Herrera és mtsai., 2016). Az LHvga idegsejtek funkcionalis

kapcsolta egyéb agytorzsi neuromodulator rendszerekkel nem ismert.

Patoldgias agyi allapot: epilepszia

Az epilepszia a masodik leggyakoribb neurologiai kor. Fo tiinete a betegek életmindségét

alapvetdéen meghatarozo epilepszids roham. Epilepszids megbetegedésrdl akkor beszéliink, ha
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a betegnek legalabb egy olyan rohama zajlott, ami 6sszefiiggésbe hozhat6 az idegrendszer olyan
tartos elvaltozasaval, amelyrdl feltételezhetd, hogy az tovabbi rohamokat idéz el6 (Fisher és
mtsai., 2005). A Nemzetkozi Epilepsziaellenes Liga alapvetd célja a rohamok tobb
szempontbol torténd preciz osztalyozéasa elektrografias, képalkotd és genetikai vizsgalatok

alapjan (Pack, 2019). Az epilepszias rohamokat két f6 csoportra osztjak:

1. Fokalis (parcidlis) rohamok gbécpontjai jol detektalhatoak €s lehetnek egyszeriek vagy

Osszetettek, attol fiiggden, hogy tudatzavar is tarsul-e a rohamhoz. Az egyszeri fokalis
roham esetében nem figyelhetd meg tudatvesztés, azonban a komplex (mdsodlagosan
generalizalt) rohamok tudatvesztéssel jarnak.

2. Generalizalt rohamok estében mindkét agyfélteke érintett. A roham egyszerre indul

mindkét oldalon, majd az agy tovabbi teriileteire is kiterjed. Az Gsszes altipusara (absence
rohamok, mioklénusos rohamok, atonids rohamok, ténusos-klonusos rohamok) jellemz6 a

tudatvesztés (Scheffer és mtsai., 2017, Falco-Walter és mtsai., 2018).
Absence epilepszia

Az absence epilepszia (AE) a leggyakoribb epilepszia tipus gyerekkorban, amely a generalizalt
epilepszidk csoportjaba sorolhatd (Chung és mtsai., 2009). F6 tlinetei a hirtelen fellépd és rovid
ideig tartd tudatvesztés, pillanatnyi cselekvésképtelenség, illetve az EEG regisztratumon
jelentkez6 2,5-4 Hz-es tiiske-hullam kisiilés (az angol spike and wave discharge elnevezésébol
szarmazo rovidités: SWD, (Guilhoto, 2017)). A spontan absence rohamok mind emberben mind
genetikai allatmodellekben a megvaltozott talamo-kortiko-talamikus haloézati mikodésre
vezethetdk vissza. Az AE éllatmodelljeiben, az SWD tiiske szakaszaiban a Szomatoszenzoros
kéreg infragranularis piramis sejtjeire ritmikus szinkron aktivitas jellemzd, azonban a hulldm
soran aktivitasuk lecsokken (Polack és mtsai., 2007). Annak ellenére, hogy a ventrobazalis
(VB) talamusz szerepét a roham kialakulasaban szdmos tanulmany igazolja (Moeller és mtsai.,
2008, Tenney és mtsai., 2013) jelenleg nincs pontos egyetértés abban, hogy mely kérgi és
talamikus régiok (vagy esetleg mas agyi terliletek) dontd jelentéségiick az SWD

generalizalddasa szempontjabol (Crunelli €s mtsai., 2020).

A gyermekkori AE 3-10 éves, mig a serdiilékori 10-13 éves korosztalyra jellemzd. A
gyermekkori AE a lany gyermekek korében gyakoribb €s naponta tobb, akar 200 roham/nap
figyelhetd6 meg, azonban egyéb patoldgiai elvaltozds hidnydban a betegek kb. 70%-nal
felnéttkora a rohamok gyakorisaga lecsokken (Crunelli és Leresche, 2002, Pack, 2019). Annak

ellenére, hogy altalaban benignusnak véltek, az absence rohamok tanulasi nehézségekkel és
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egyéb magatartdszavarokkal tarsulhatnak (Crunelli és mtsai., 2020). Mindemellett az érintettek
nagyobb valdszinliséggel valnak tonusos-klonusos epilepszias betegekké (Caplan és mitsai.,
2008, Vega és mtsai., 2011). Az AE betegek 30%-a nem lesz rohammentes etoszuximid,
valproat vagy lamotrigin gyogyszeres monoterapiara (Glauser és mtsai., 2013). A hatdsosabb
gyogyszeres kezelések kidolgozasanak elofeltétele az AE Iétrejottének sejtes és haldzati
mechanizmusainak feltarasa. A jelenlegi tudomanyos vélemény az, hogy a gyermekkori AE
egy komplex genotipusi familidris betegség, hiszen az esetek jelentds részénél a csaladi
anamnézisben szerepel. Kevésbé ismert azonban, hogy pontosan milyen faktorok jatszanak
szerepet az absence roham alatt megfigyelhet6 SWD kialakulasaban (Verrotti és mtsai., 2017).
Az elmult években egyre tobb kutatds fokuszava valt a kiilonbozo fesziiltég-fiiggd
ioncsatorndkat €s a hiperpolarizacio-aktivalt ciklikus nukleotid altal kapuzott (HCN)

csatornakat kodold gének diszfunkcidja (Ludwig és mtsai., 2003, Zamponi és mtsai., 2015).

AE betegeknél a rohamra jellemzé SWD-ok nyugodt ébrenlét és szendergés soran jelennek meg
a talamo-kortiko-talamikus halézat oszcillacidiban (Blumenfeld, 2005). Azonban az, hogy a
kérgi vagy a talamikus teriileteknek van jelentdsebb szerepe az SWD kialakuldsaban és
generalizalasaban, a mai napig vitatott. Polack és munkatdrsai az AE egyik allatmodelljében,
az ugynevezett strasbourgi, genetikailag AE-ra hajlamos patkanyokon (genetic absence
epilepsy rats from Strasbourg, GAERS) végzett kisérletei soran egy masodpercnél rovidebb kis
amplitaddju SWD-kat figyeltek meg a szomatoszenzoros kéreg teriiletén, azonban ezt nem
kisérte talamikus aktivitasvaltozas. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy azok a talamikus régio(k)
felelnek a rohamok generalizalasaért, amelyekre a szomatozenzoros kéregbdl nagyszamu
bemenet érkezik (Polack és mtsai., 2007). Nem csak a kritikus tertiletek, de az absence roham
cellularis mechanizmusainak esetében is ellentétes nézetek uralkodnak, amelyek gyakran az
eltérd kisérleti felallas eredményeinek interpretacidjabol fakadnak. A korai, agyszeleteken
végzet kisérletek, amelyekben tobbnyire farmakoldgiai médon valtottak ki absence rohamokra
jellemzd kistiléses tlizelési mintdzatot, azt sugalltdk, hogy a glutamaterg talamokortikalis relé
sejtekre és a GABA-t szintetizalo, gatld nRT sejtekre minden egyes SWD ciklus alatt a T-tipusu
Ca?"-csatornak altal medialt kisiiléssorozatos tiizelési mintazat jellemzd (von Krosigk és mtsai.,
1993, Bal és mtsai., 1995). Elméletiik alapjan a talamokortikalis relé és nRT sejtek
hiperserkenthetdsége lehet a kulcs elem az absence roham alatti SWD-ok kialakulasaban (von
Krosigk ¢és mtsai., 1993, Bal és mtsai., 1995). Altatott GAERS patkdnyok absence rohamai
alatt, az nRT és kérgi neuronok (szabalyosan tiizel piramis sejtek, kosarsejtek) erdteljes nagy

frekvencias tiizelése ugyan megfigyelhetd volt (Polack és mtsai., 2007), azonban tobb vizsgalt
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talamokortikalis sejtben nem alakult ki a T-tipust csatorna indukalt kisiiléssorozatos tiizelési
mintdzat, s6t a talamokortikalis sejtek iktalis aktivitasa meg is szlinhet (Contreras és mtsai.,
1993, Pinault és mtsai., 1998). A technikai innovacioknak koszonhetéen lehetdség nyilt
elektrofizioldgiai, valamint Ca?* indikatorokon alapuld képalkoté eljarasok alkalmazasaval
egyedi sejtek szintjén vizsgalni a talamo-kortiko-talamikus halézat roham alatti aktivitasat,
fejrogzitett és szabadon mozgod epilepszids allatmodellekben (GAERS patkany, Stargazer
(STG) egér) (Crunelli és mtsai., 2020). Az emlitett modszereket alkalmazva két kutatocsoport
is arra a kovetkeztetésre jutott, hogy mind a talamokortikalis relé sejtek, mind pedig a kérgi
kortiko-talamikus idegsejtek aktivitasa iktalis csokkenést mutat (McCafferty és mtsai., 2018,
Meyer és mtsai., 2018). Az nRT neuronok egy részét csokkent, mig a masik részét emelkedett
iktalis aktivitas jellemzi. Az utobbi neuronok iktalis aktivitasat T-tipusa Ca?*-csatornak 4ltal
medialt kistiléssorozatos tiizelés alkotja. Az egymast kovetd SWD ciklusok soran mind tonusos
mind pedig kisiiléssorozatos tiizelési mintazat megfigyelheté a talamikus sejtek esetén.
Tovabba, minden esetben szoros dsszefiigges figyelheté meg a sejtek tiizelése és a SWD kozott,
fliggetleniil attél, hogy az adott SWD alatt tonusos vagy kisiiléssorozatos modban tiizel-e a
vizsgalt sejt (McCafferty és mtsai., 2018). Egyértelmiien megallapithatd, hogy ellentétben a
talamokortikalis relé és kortiko-talamikus sejtekkel, az nRT neuronjai szinte az 6sszes SWD
ciklus soran tiizelnek (McCafferty és mtsai., 2018, Meyer és mtsai., 2018). Ez az emelkedett
iktalis nRT aktivitds nagymértékii GABAAa receptor medialt fazikus és tonusos gatlast
eredményez a talamokortikalis relé sejtekben (Cope és mtsai., 2005, Cope és mtsai., 2009),
amely megmagyardzza a relé sejtek csokkent iktalis aktivitasat. A szovetszelet kisérletek
eredményeinek interpretacidja, miszerint az absence rohamok oka a csokkent gatlas okozta
hiperexcitabilitas, nem tdmaszthat6 alad éber allatokon végzett kisérletekkel (Crunelli €s mtsai.,
2020).

Az eltérd kutatasi eredmények ellenére is nyilvanvald, hogy az SWD-ok megjelenését a talamo-
kortiko-talamikus hal6zatban megjelend fokozott ritmikus aktivitas és neuronalis szinkronitas
eredményezi. Ujabban szamos kutatas foglalkozik a ritmikus folyamatokban fontos szerepet
jatsz6 ioncsatornak diszfunkciojaval (Blumenfeld, 2005), mint példaul a HCN csatornakkal és

az altaluk 1étrehozott I szerepével (Kanyshkova és mtsai., 2012, Cain és mtsai., 2015).
HCN csatornak és a hiperpolarizacio altal aktivalt ionaram

A HCN csatornakat emldsokben négy gén kodolja (HCN1-NCN4). Mind a négy HCN csatorna
izoforma hiperpolarizacié  hatdsdra nyilik (tipikusan -50 mV-nal fokozottabb

membranpotencial polarizacid), azonban a kiilonb6z6 izoformak aktivacios kinetikaja kisebb
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eltéréseket mutat. A HCN1 csatornak jellemzdje a gyors és viszonylag kevésbé hiperpolarizalt
membranpotencial altali nyitas, mig a HCN4 a leglassabb és aktivacidjuk feltétele a fokozottan
polarizalt membran. Tovabba minden HCN csatorna képes kdzvetlen modon ciklikus adenozin-
monofoszfatot (cCAMP) kdétni, azonban az, hogy milyen mértékben moduldlja a cAMP a
csatorna nyitasat, szintén eltérd az izoformak kozott (Shah, 2014, Lee és MacKinnon, 2019). A
HCN csatornak agyi expresszidja regionalis szinten eltéréseket mutat. A HCN1 a kéregben,
hippokampuszban, kisagyban ¢s az agytorzsben talalhatd, mig a HCN2 a kdzponti idegrendszer
agytorzsi magvakban fejezdédik ki. A HCN3 izoforma alacsony szinten, de a kozponti
idegrendszer valamennyi régidjaban megtalalhatd, mig a HCN4 szelektiven, csak bizonyos agyi
régiokban talhatdo meg, mint példaul a szaglogumoé (Notomi és Shigemoto, 2004, Shah, 2014).
Mind expressziojukban, mind biofizikai tulajdonsagaikban nemcsak agyi régiok kozott, hanem
egyetlen idegsejt kiilonbdz0 régidiban (axon, dendrit, szoma) is eltérés figyelhetd meg (LOrincz
¢s mtsai., 2002, Roth és Hu, 2020). A HCN csatornak mitkddését és funkciojat a kiilonbozo
agyi régiokban a felsorolt tulajdonsagok egyiittesen hatarozzak meg (Benarroch, 2013).

Az Iy-nak jelentds szerepei vannak a neuronalis miikodésben. Eldszor is szabalyozza a
nyugalmi membranpotencidlt és a membran ellenallast. A membran depolarizacioja altal
pozitivan hat az akcids potencial kialakulasara (Benarroch, 2013). Tovabba inhibitorikus
posztszinaptikus potencialok (IPSP) idétartaméanak befolyasolasa révén hatassal van a sejtek
neuronalis valaszaira és jelentOs szerepet tolt be a ritmikus oszcillaciok kialakitasaban (Luthi
¢s McCormick, 1998b). Azaltal, hogy a HCN csatorndk az idegi halozat serkenthetdségét, a
szinaptikus valaszokat és a halozati aktivitast befolyasoljak, fontos szerepet jatszanak szdmos
fiziologias folyamatban, mint példaul tanulds és memoria. Megvaltozott expresszidjuk és
miukodeésiik olyan patofizioldgids allapotokkal hozhatd Osszefliggésbe, mint példaul az
epilepszias rohamok (Huang és mtsai., 2009, Reid és mtsai., 2012). Patologias miikddésben
betoltott szerepiiket alatamasztja, hogy temporalis lebeny epilepsziaval vagy AE-val
diagnosztizalt betegek esetében HCN csatorna mutacidkat, valamint megvaltozott HCN1 vagy
HCN2 expressziot figyeltek meg (Wierschke €és mtsai., 2010, DiFrancesco €s mtsai., 2011). A
HCN csatorndk patologias folyamatokban torténd megvaltozott eloszldsa és szabalyzasa
Osszetett folyamat. Kisérleti eredmények utalnak arra, hogy mind a csatornak tilszabalyozésa,
mind pedig az alulszabalyozésa epilepszids rohamok megjelenésével hozhatd Osszefiiggésbe
(Noam ¢és mtsai.,, 2011). HCN2 csatorna génkiiitott egereken végzett elektrofiziologiai

kisérletek azt bizonyitjak, hogy a csatorna jelenléte nélkiilozhetetlen a talamikus I
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megjelenésében, hidnydban  valtozik a talamokortikdlis relé sejtek  nyugalmi
membranpotencialja és a serkentd szinaptikus bemenet hatasara gyakoribb a kistiléssorozatos
tiizelés. Ez, a HCN2 csatorna hidnydban megjelend megvaltozott talamikus tiizelés detektalhato
SWD megjelenésekor is, az absence roham lefolyasa alatt (Pape, 1996, Ludwig és mtsai., 2003,
Ludwig és mtsai., 2008). Mindemellett a HCN2 csatorna funkci6 vesztéses mutacioja a vizsgalt
transzgén egereket a generalizalt AE-ra hajlamositja (4. abra) (Chung és mtsai.,, 2009,
Hammelmann és mtsai., 2019). WAG/Rij (Wistar Albino Glaxo/Rijswijk), AE allatmodelljében
végzett kisérletek kimutattak, hogy a kérgi neuronok In amplitidéja kisebb az epilepszias
patkdnyokban, mint a nem epileptikus allatokban (Strauss és mtsai., 2004, Kole és mtsai.,
2007). Ennek kovetkeztében fokozottabb az excitatorikus posztszinaptikus potencialok (EPSP)
idobeni 0Osszegzddése, valamint a kérgi neuronok emelkedett kistiléssorozatos tiizelése
figyelhet6 meg az AE-as patkdnyokban (Strauss és mtsai., 2004). Ezzel szemben a
talamokortikalis relé sejtekben detektdlhatdé In nagyobb vagy vdltozatlan nagysagh az
epilepszias allatokban (Kuisle ¢és mtsai., 2006, Kanyshkova ¢és mitsai, 2012) és a

kisiiléssorozatos tlizelésre vald képesség is csokkent (Cain és mtsai., 2015).
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4. abra: HCN2 csatorna génkiiitott egerekben detektalhaté absence epilepszias roham. Absence
roham alatti elektroenkefalogram és elektromiogram regisztratumok egy kontoll (bal) és egy HCN2
csatorna génkiiitott egérben. Az abran a csillagok jelolik az oszcillacioban megjelend SWD-okat
(Hammelmann és mtsai., 2019).

Epilepszias allatmodelleken végzet in vitro és in vivo elektrofizioldgiai kisérletek eredményei
alapjan elmondhato, hogy a HCN2 csatornak miikddése epilepszidban megvaltozik, de a

talamikus HCN2 csatornak iktogenezisben betdltott pontos szerepe tisztazatlan maradt.
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Célkitizések

Egy komplex ¢és dinamikus kornyezethez valo allandé alkalmazkodas soran az ¢€ldlények
magatartdsa folyamatosan valtozik. A legfeltlinObb valtozas az alvas-ébrenlét atmenetkor
figyelhetd meg. Ennek az atmenetnek a preciz neuronalis kontrollja létfontossagu és ez a
neuromodulator rendszerek egyik fo feladata. Azonban a kiilonb6z6 agyi allapotok kozotti
atmenetek preciz szabalyzadsa nagyon Osszetett és ennek megfelelden aktivan kutatott.
Kisérleteink soran a LH és DRM neuronjainak szinaptikus kapcsolatait és azok alvas-ébrenlét

ciklusra gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

Munkam soran célul tiiztem ki:

» Feltarni a LH teriiletérdl a kiilonb6z6 DRM célsejtekre érkezd szinaptikus hatasok
mechanizmusait in vitro whole-cell patch clamp technika és optogenetika szimultan
alkalmazasaval.

» A DRM-ban talalhatdo célsejtek neurokémiai identitdsanak immunhisztokémiai
modszerekkel torténd meghatarozasat.

» Intakt allatokban feltarni a DRM-ba projektald LH GABAerg rostok specifikus

crcr

Figyelembe véve a HCN csatornak sokoldalu cellularis és szinaptikus hatasat, a csatornak
miikodése és a rohamok iktogenezise kozotti ok-okozati Osszefiiggés meghatdrozdsa nem
egyszerli feladat. Kiilonboz6 AE allatmodellekben (GAERS (Depaulis és mtsai., 2016),
gamma-hidroxi-vajsavval (GHB) injektalt Wistar patkanyok (Venzi és mtsai., 2015) és STG
egértorzsben (Noebels és mtsai., 1990)) azt vizsgaltuk meg, hogy a VB talamusz
talamokortikalis sejtjeiben farmakologiai és genetikai Gton torténdé HCN2 csatorna csendesités

milyen hatdssal van az epilepszias rohamokra.

Munkam soran célul tiztem ki:

» A HCN2 csatornak genetikai csendesitésének sejtszintii hatasanak feltarasat a VB
talamuszban talalhato talamokortikalis relé neuronokban in vitro elektrofiziologiat
alkalmazva, STG egértorzsben.

» Az altalunk hasznalt genetikai HCN2 csatorna csendesités immunhisztokémiai

modszerrel torténd validalasat.
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Kozremukodések

A disszertaciom elso feléhez (fiziologias agyi allapot: alvas-ébrenlét ciklus) tartozo kisérleteket
Lérincz Laszl6 Magor, Antoine Adamantidis, Mary Gazea ¢s én terveztem. Az allatok
fert6zését, az immunhisztokémiai festéseket, a konfokalis mikroszkopias felvételeket, az in
vitro elektrofizioldgiai kisérleteket, illetve az in vivo altatott allatok regisztralasat én végeztem.
Az éber allatokbol szarmazd in vivo méréseket Molnar Benedekkel kézosen végeztiik. Az
adatelemzéseket én végeztem, témavezetom segitségével. Az alvas-ébrenlét ciklus

monitorozasa (EEG, EMQG) és az adatok kiértékelése Mary Gazea munkdjanak eredménye.

A disszertaciom masodik feléhez (patologias agyi allapot: epilepszia) tartozd kisérleteket
Francois David, Loérincz Laszl6 Magor és Vincenzo Crunelli tervezte. A kisérletekhez
felhasznalt STG allatokba a virus injektalast Francois David, a vad tipust egerekbe jomagam
végeztem. Az EEG felvételek rogzitését Mészaros Adam és Francois David kivitelezte. Az in
vitro whole-cell patch clamp elvezetéseket, az immunhisztokémiai kisérleteket és a konfokalis
mikroszkopias felvételeket én készitettem. Az adatok kiértékelését Francois David, Lorincz

Laszl6 Magor ¢€s én végeztem.
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Anyagok és modszerek

Allatok

A kisérleteink soran az allatok gondozésa és laboratériumi felhasznalasa a Magyar
Egészségiigyi Bizottsag altal elfogadott allatgondozasi protokoll (1998) és az Eurdpai
Ko6zosségek Tanacsanak rendelete alapjan (86/609/EEC) tortént. Kisérleteinkhez 25-35 g-0s
feln6tt (>P40) C57BL/6 vad tipust, ((VT) Charles River, Németorszag), GAD67-GFP (Jackson
Laboratory, Amerikai Egyesiilt Allamok (AEA)), Vgat-ires-Cre (Slc32a1tm2Crellowl/j - jackson
Laboratory, AEA) és Stargazer (B6C3Fe a/a-Cacng2%9/J, Jackson Laboratory, AEA) him és
ndstény egereket hasznaltunk, amelyek ad libitum juthattak standard ragcsald taphoz és
csapvizhez. Az allathdzban &llanddo hdémérsékletet (22-25°C), pératartalmat és 12 0Orés

mesterséges megvilagitast biztositottunk.
Alkalmazott genetikailag modositott egértorzsek

Vgat-ires-Cre egértorzs

A Vgat-ires-Cre egértorzsben a Cre rekombinaz eXpresszid, olyan endogén Vgat gének altal
vezérelt, amelyeket stop kodonok elé beillesztett ires-Cre-kazettak termelnek. Ennek
eredményeként ebben az egértérzsben a Cre rekombindz kozvetlenill a Vgat-t expresszald
interneuronokban fejezddik ki, nem zavarva az endogén vezikularis GABA transzporter
expresszidjat, igy lehet6vé téve azt, hogy specifikusan a GABAerg idegsejtekbe Cre-dependens
modon jutassunk fluorofort és chanelrhodopszin2-t (ChR2) hordozé viralis vektorokat,

lehetdve téve igy a gatld idegsejtek specifikus vizsgalatat (Vong és mtsai., 2011)

GADG67-GFP egértorzs

Az ¢€l6 szovetben torténd idegsejt-vizualizalas egyik legelterjedtebb modja az, amikor a
medazabol nyert z6ld fluoreszkald fehérje (GFP, green fluorescent protein) cDNS-ét jutatjak
be a vizsgalni kivant szervezet sejtjeibe. A GAD67-GFP egértorzsbe beiiltetett bakterialis
mesterséges kromoszoma tartalmazza a GFP fehérje cDNS-ét, az atiras pedig a GAD67
promoter altal valosul meg, igy a GFP kizarolag GABAerg sejtekben expresszalodik.

(Tamamaki és mtsai., 2003)
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Stargazer egértorzs

A STG egerekben egyetlen, a 15-6s kromoszomat érintd recessziv mutacio talalhatdé. Ennek
hatasara a Cacng2 génbe egy transzpozon ¢kelddik be, aminek eredménye a csokkent Cacng?2
expresszio (Chung és mtsai., 2009). A Cacng? a fesziiltségfiiggd Ca2™ csatorndk y2 alegységét
kodolja, valamint a stargazin fehérje termelésért felelés. A stargazin fehérje fontos szerepet
jatszik példaul az 2-amino-3-(5-metil-3-0xo0-1,2-0xazol-4-il) propansav (AMPA) receptor
trafficking-ben. Azaltal, hogy a STG-ben nem megfeleld a trafficking, sériil a serkentd
szinapszisok ultrastrukturaja, valamint hozzajarul az STG egerek ataxias fenotipusdhoz. A
mitkddése megvaltozik, ami hozzdjarul az EEG-ben megjelend tliske-hullam kisiilések
generalasahoz. Az STG egerekben sokkal gyakoribb és hosszabb rohamok figyelhetéek meg,
mint mas transzgenikus egértdrzsekben (Noebels és mtsai., 1990, Letts, 2005). A STG egerek
az AE egyik széles korben elterjedt modelléllatai.

Miitét/fertozés menete

Miitéteink soran az egereket intraperitonealisan (i.p.) beadott ketamin (80 mg/ttkg) és xylazin
(8 mg/ttkg) elegy keverékével altattuk. Az allatok fejét sztereotaxias késziilékbe rogzitettiik
(Model 900, David Kopf Instruments, AEA). A koponyan 1-1,5 mm atmér6i bilateralis lyukat
fartunk a Bregmatol szamitott koordinatak alapjan (1. tablazat, Paxinos és Watson, 2007). A
szlikséges mennyiségli virust mikroinjektor (Nanoliter 2010, World Precision Instruments,
Sarasota, FL) segitségével jutattuk a célteriiletekbe (1. tablazat). A mikropipettat (atméro:
~20pum, hegyezett profil a roncsolas minimalizalasa érdekében) anyagbeadast kovetden
minimum 5 percig az agyallomanyban tartottuk. Az altatott és éber in vivo elektrofizioldgiai
kisérletek soran az allatok részlegesen immobilizalt allapotban voltak, amelyet a miitétek soran
a koponyacsonthoz cementtel rogzitett (Super-Bound, EK) head-post tett lehet6veé.
Posztoperativ fajdalomcsillapitoként Rimadylt (15 mg/ml; i.p.) alkalmaztunk. Tovabba minden
allat intramuscularis injekcido formdjaban antiszeptikumot, gentamicint kapott. A légutak
véaladéktermelésének mérséklése érdekében sziikség esetén a miitét kozben szubkutan atropint

adagoltunk.
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Alkalmazott virusok

AAV2-EF1a-DIO-hChR2(H134R)-eYFP

A virus konstruktban taldlhaté hChR2 kifejezése az EFla promoter altal valosul meg, ami egy
1,2 Kb nagysagl altalanosan hasznalt konstitutiv promoter. A konstruktban megtalalhatd
hChR2, a fény-aktivalt ioncsatornak olyan altipusa, amely emlds sejtekben is képes megfeleld
modon expresszalodni. A vad tipusu valtozataban néhany mutacid biztositja a gyors
gerjeszthetOséget. A késleltetett csatorna zéarasat a HI134R tipusban egy funkcionyeréses
mutacidval valositottak meg, aminek kovetkezménye a vad tipusnal nagyobb fényaram. A DIO
viralis vektorokban a vizsgalni kivant transzgén a promoter 5° végéhez forditott orientacioban
helyezkedik el, igy a transzgén kifejezddése csak Cre expresszid esetén valosul meg

(titer:1x10% gc/ml; szarmazési hely: UPENN Vector core, AEA; (Viney és mtsai., 2018)).

AAV2-EF1a-DIO-eYFP

A kontrollként hasznalt AAV2-EF1a-DIO-eYFP virus konstrukt az AAV2-EFla-DIO-
hChR2(H134R)-eYFP virushoz hasonl6 modon teszi lehetdvé a transzgén Cre fliggd
kifejez8dését, azonban nem tartalmaz fény indukalhaté ion csatornat (titer:1x10'% gc/ml;

szarmazasi hely: UPENN Vector core, AEA).

AAV1-CAG-ChR2-venus-WPRE-SV40

Mitéteink soran olyan adeno-asszocialt virust, AAV2/1-CAG-ChR2-Venus injektaltunk az
agyszovetbe, amelyben a Venus fluoroférhoz kapcsolt ChR2 egy CAG promotert tartalmazo
adeno-asszocialt virus kazettaba (2/1 szerotipus) van klonozva. Ily médon a DNS konstrukt
specifikusan csak idegsejtekbe jut és a fert6zott neuronokban ChR2 expresszidt eredményez

(titer: 5x10* gc/ml; szarmazasi hely: UPENN Vector core, AEA; (Petreanu és mtsai., 2009)).

AAV1-CAGS-flex-ChR2-tdTomato-WPRE-SV40

Kisérleteinkhez Vgat-ires-Cre egerekbe, olyan adeno-asszocialt virust (AAV1-CAGS-flex-
ChR2-tdTomato-WPRE-SV40) jutattunk, amely a ChR2 expressziot Cre fiiggé modon teszi
lehetévé. A virus konstruktban a LoxP hely, a FLEX plazmidban a DNS amplifikacio és a
viralis vektor termelddése soran rekombinalédik. A FLEX virdlis vektor altal a génkifejezddés
csak olyan sejtekben valosul meg, ahol a Cre rekombindz is megtalalhato. A Cre dependens

ChR2 fehérjét kodold gén egy CAG szintetikus promotert tartalmazdé AAV kazettdba van
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koédolva, amelyhez tdTomato fluorofort fuzionaltattak (titer: 5x10*2 gc/ml; UPENN Vector
core, AEA; (Kim és mtsai., 2012)).

HCN2 csatorna génjét csendesitd shRNS-t tartalmazo virus

A HCN2 csatorna génjét csendesitd shRNS szekvencia (CAGGAGAAGTA-
CAAGCAAGTAGA), ugy lett kivalasztva, hogy a célteriilete egy olyan konzervalt régio
legyen, amely az egér és patkany HCN1-4 nyitott olvasasi keretén beliil talalhat6. Kontrolként
olyan shRNS szekvenciat (GAGGATCAAATTGATAGTAAACC) alkalmaznak, ami hasonld

hosszlisagu, de egyetlen ismert génnel sem mutat homologiat.

A génszekvencidk  homoldgia  vizsgalata soran  (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)

meggy0zddnek arrdl, hogy a szekvencidk nem tartalmaznak immunvalaszt indukalo
motivumokat. A kivélasztott szekvenciat Flox kazettaval egyiitt egy ,,CreOff” AAV vectorba
klonozzak. A vektor tartalmaz egy U6 polimeraz III promotert, amely lehetévé teszi a sShRNS
kifejezodést. A szintén beépitett CMV promoter a GFP kifejez6dését teszi lehetdve, igy a
fert6zott sejtek konnyen azonosithatok (csendesité shRNS: AAV9-CreOff-GFP-HCN-shRN,
titer: -1,145 x 102 gc/ml; kontroll shRNS: AAV9-floxed-U6-CreOff-CMV-eGFP titer:2,18 x

10%3 gc/ml; szarmazasi hely: kollaboracios partneriink; Savio Chan; (Chavez és mtsai., 2014)).

27



Egértorzs Fertozott Koordinatak Injektalt virus Virus térfogata
agyteriilet (Bregméhoz
viszonyitva)
C57BL/6 LH AP: -0,94 mm; AAV2/1-CAG- 25-25 nl/DV
(n=10) ML: £1.00 mm; ChR2-Venus koordinata;
DV:-52 mm és - 50 nl/
5,4 mm hemiszféra
GADG67-GFP LH AP: -0,94 mm,; AAV2/1-CAG- 25-25 nl/DV
(n=2) ML: +1.00 mm; ChR2-Venus koordinata;
DV:-52mmés 5,4 50 nl/
mm hemiszféra
Vgat-ires-Cre LH AP: -0,94 mm; AAV-FLEX- 75-75 nl/DV
(n=14) ML: £1.00 mm; ChR2-tdTomato koordinata;
DV:-5,2 mm és 5,4 150
mm nl/hemiszféra
Vgat-ires-Cre LH AP: -0,94 mm; AAV2-EFla- 100-100 nl/DV
(n=6) ML: +1.00 mm; DIO- koordinata;
DV:-52mm és 5,4 | hChR2(H134R)- 200
mm eYFP nl/hemiszféra
Vgat-ires-Cre LH AP: -0,94 mm; AAV2-EFla- 100-100 nl/DV
(n=5) ML: £1.00 mm; DIO-eYFP koordinata;
DV:-5,2 mm és 5,4 200
mm nl/hemiszféra
Stargazer VB AP: -1,8mm; ML: HCN2 csatorna 500
(n=9) talamusz +1,5 mm; génjét csendesitd | nl/hemiszféra
DV:-3.0 mm shRNS virus
Stargazer VB AP: -1,8mm; ML.: HCNZ2 csatorna 500
(n=9) talamusz +1,5 mm; génjét nem nl/hemiszféra
DV:-3.0 mm csendesité sShRNS
virus
C57BL/6 VB AP: -1,8mm; ML: HCNZ2 csatorna 500
(n=3) talamusz +1,5 mm; génjét csendesitd | nl/hemiszféra
DV:-3.0 mm shRNS virus
C57BL/6 VB AP: -1,8mm; ML.: HCNZ2 csatorna 500
(n=3) talamusz +1,5 mm; génjét nem nl/hemiszféra
DV:-3.0 mm csendesité sShRNS
virus

1. tablazat: Osszegzd tablazat a virus injektalds soran alkalmazott egértorzsekrdl, virusokrol és a

fert6zott teriiletekrol.
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Tulélo agyszelet készitése in vitro elekrofiziolégiai kisérlethez

A LH fert6zés utan legalabb 30 nap elteltével, a VB talamusz teriiletérél 28-36 nappal a virus
injektalast kdvetden, tilélo agyszeleteket készitettiink a vizsgalni kivant tertiletekbdl (agytorzs,
VB talamusz). A tulélo agyszelet készitésének egyik limitald tényezdje, hogy kiillondsen nehéz
felndtt allatokbol megfeleld, egészséges agyszeletet késziteni. Tovabba a szeletkészités soran
az agy er0sen mielinizalt teriiletein nehezebb az idegsejtek integritdsat meglrizni. A
szeletkészités soran az idegsejtek épségének megdrzése céljabol kritikus 1épés a Na?* megfeleld
helyettesitése, valamint az idegsejtek védelme az 6démasodassal szemben. Az altalunk hasznalt
vagoéoldat N-metil-D-glukamin-t (NMDG) tartalmaz, amely egy Na® csatorna blokkolo,
valamint helyettesiti a Na'-ionokat a szeletelés soran Ggy, hogy az oldat ozmolaritasa
véaltozatlan marad. A tarolé oldatunk HEPES-t tartalmazott, ami az 6démasodastdl védi a
neuronokat (Ting és mtsai., 2014).

Az allatokat ketamin (80 mg/ttkg) és xylazin (8 mg/ttkg) elegy keverékével altattuk, majd
transzkardialisan perfundaltuk 4-5 ml 4 °C-os, karbogénnel (95% O2; 5% CO>) buborékoltatott
NMDG vagooldattal. A vagooldat 6sszetétele a kovetkezo volt: 93 mM NMDG, 2,5 mM KCl,
1,2 mM NaH2PO4, 30 mM NaHCO3, 20 mM HEPES, 25 mM gliik6z, 5 mM N-acetil-L-cisztein,
5 mM Na-aszkorbat, 3 mM Na-piruvat, 0,5 mM CaCl; és 4 mM MgSOs. A CaCl, hozzaadasa
elétt 10-20 percig jégen buborékoltattuk az oldatot, hogy a CO2 beoldodasaval, kovetkezésképp
a pH csokkentésével elkeriiljiik a CaCOz és kalcium-foszfatok kicsapodasat. A perfiizié utan az
allatokat dekapitaltuk, majd az agy kipreparalasat hiitott, buborékoltatott vagodoldatban
végeztiik. Microm HM650 (Thermo Scientific, AEA) vibrotémmal 320 pm vastag koronalis
metszeteket készitettiink. A szeleteket 12 percen at 32-34 °C-os karbogénnel buborékoltatott
NMDG vagooldatban inkubaltuk, majd a 12 perc elteltével a szeleteket 17 °C-0os HEPES
tarolooldatba helyeztiik at, aminek dsszetétele: 92 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 20 mM HEPES;
1,2 mM NaH2PO4; 25 mM gliikoz; 1,30 mM NaHCOgz; 5 mM N-acetil-L-cisztein; 5 mM
natrium-aszkorbat, 5 mM natrium-piruvat, 1,5 mM CaCl, és 3 mM MgSOs. A szeletek
készitését megel6zden mind az NMDG, mind a HEPES oldat pH-jat 7,3-7,4-re allitottuk be.

In vitro elektrofiziologia

Elvezetéseinket whole-cell patch clamp technikéval végeztik VT (n=10) és GAD67-GFP
allatok (n=2) DRM ¢és STG (n=8) valamint VT egerek (n=6) VB talamuszanak neuronjaibol.

Az elektrofiziologiai vizsgalatokhoz a szeleteket 37 °C-os elvezetOkamraba helyeztiik, amelyen
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folyamtosan oxigentaltatott mesterséges cerebrospinalis folyadékot (mCSF) aramoltattunk at.
Ennek Osszetétele a kovetkez6 volt: 130 mM NaCl; 3,5 mM KCIl, 1 mM NaHPOg4; 24 mM
NaHCOz; 3 mM CaClz; 1,5 mM MgSOa; 10 mM D(+) gliikéz, 3 mM CaClz és 1,5 mM MgSOa.
A kisérlet soran a mikorpipettakat (5-7 MOhm) intracellularis oldattal toltottikk meg (pH 7,25,
275 mOsm), amelynek Osszetétele a kdvetkezd volt: 126 mM K-gliikonat, 4 mM KCl, 4 mM
ATP-Mg, 0,3 mM GTP-Na?*, 10 mM HEPES, 10 mM kreatin-foszft és a sejtek jeloléséhez 8
mM Biocytin (N-biotinilalt lizin). A jeleket HEKA (EPC 9/2, Németorszag) erdsitével
rogzitettiik, 5 kHz-es feliilvago sziirével sziirtlik, és Patch Master nevii programmal (HEKA,

Németorszag) 10 kHz-es mintavételi frekvencian digitalizaltuk.

A vizsgalni kivant DRM és VB talamusz neuronokat infravords DIC (differencial interferencia
kontraszt) optikéval vizualizaltuk. A GFP-t expresszald sejtek (VB talamusz esetében a
fert6zott talamokortikalis relé neuronok, DRM esetében a GAD67-GFP GABAerg neuronok)
azonositasat az elvezetés megkezdése eldtt, az epifluoreszcens megvildgitasuk tette lehetdve.
A membranpotencial valaszokat &ram-zar izemmodban eldszor negativ (VB talamusz: -100 pA
vagy DRM: -80 pA), majd egyre pozitivabb (+20 pA 1épésenként) aramlépcsdket injektalva
regisztraltuk. A DRM-ot a szeletekben az aqueductus cerebri helyzete alapjan lokalizaltuk.
Posztszinaptikus potencidlok (PSP) vizsgélata soran a sejteket nyugalmi membranpotencial
értéken tartottuk és a mérés folyaman a LH-bol ide érkezd, ChR2-t expresszald axonokat
lokalisan fotostimulaltuk. A fotostimuléaciot az objektiven keresztiili kék fénnyel (475 nm; 0,5-
0,8 mW) végeztiik, a fényforrast egy TTL-vezérelhetd LED fényforras biztositotta (Thorlabs,
Németorszag). Minden stimulus-sorozat 5 darab 10 ms-0s, 20 Hz-es fényfelvillanast
tartalmazott, amelyet 20 méasodpercenként ismételtiink. DRM és a VB talamusz neuronjainak
regisztralasa soran folyamatosan monitoroztuk a neuronok soros ellenallasat, ha az érték

valtozasa 20%-nal nagyobb volt, a felvételt kizartuk.

Farmakoldgia

In vitro kisérleteink soran bizonyos esetekben a depolarizald posztszinaptikus potencialok
jelenlétekor 50 uM  AMPA-/kainatreceptor-blokkolot, 2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4-
tetrahidrobenzo-[f]quinoxalin-7-szulfonamidot (NBQX; Tocris, Egyesiilt Kiralysag (EK)) vagy
a hiperpolarizald6 posztszinaptikus potencidlok detektalasakor 10 uM 6-Imino-3-(4-
methoxiphenil)-1(6H)-piridazinbutan-sav-hidrobromidot  (gabazin, (GBZ) Tocris, EK)
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tartalmazé mCSF-et mostunk a szeletekre annak érdekében, hogy a GABAAa receptorokat
blokkoljuk.

In vivo elektrofizioldgia és juxtacellularis jelolés

Annak érdekében, hogy a DRM neuronok aktivitasat intakt allatban is vizsgdlni tudjuk az
egereket a virusfertézést kovetden minimum egy honap elteltével ujra sztereotaxias késziilékbe
helyeztiik (Model 900, David Kopf Instruments, AEA). Az elvezetések alatt a Vgat-ires- Cre
egereket (n=10) 1-1,5% (v/v) Isoflurannal (Forane; Magyarorszag) altattuk és az allando
testhdmérséklet érdekében fiitdpadra fektettiik 6ket (Supertech, Magyarorszag). A koponyan 1
mm atmér6ji lyukat fartunk a DRM folétt (AP: -4,75 mm, ML: 0,2 mm, DV: -3,1 mm). A DRM
neuronok in vivo egysejt aktivitasanak vizsgalatat és jelolését 0,5 M NaCl és 1,5%-0s Biocytin
(Sigma Aldrich, Magyarorszag) oldattal t6ltott, 5-25 MOhm impedanciaju mikroelektrodak
segitségével végeztik. Az elektrodat 15 fokos, mediolateralis szogben dontottiik meg a mérések
soran, annak érdekében, hogy a szagittalis szinuszt elkeriiljiik. Spontan akcids potencidlok
megjelenését kovetden az elektrodat nem mozgattuk, a regisztracio a stabil jel (minimum 3:1
jel/zaj arany) detektalasakor indult. A DRM neuronjainak aktivitasat MultiClamp 700B
(Molecular Devices, AEA) erésitével rogzitettiik és 1 Hz-es alulvagéd sziirdt, valamint 5 kHz-
es fellilvagd szlir6t alkalmaztunk. Az analdg-digitalis konverziét Axon Digidata 1440a
(Molecular Devices, AEA) segitségével végeztikk 30 kHz-es mintavételi frekvenciaval. Az
elvezetett sejtek jelolése 2-10 percig tartdo 0,5-4 nA 500 ms aram impulzosok (juxtacellularis
jelolési technika; (Pinault, 1996)) segitségével tortént. Annak érdekében, hogy a DRM
GABAerg neuronjainak aktivitasat regisztraljuk, a DRM lateralis részét céloztuk meg, ahol a
GABAerg neuronok nagy szamban vannak jelen (Allers és Sharp, 2003). Ezek a neuronok
kisméretti (<15 um) ovalis szOmaval rendelkeznek és az atlag spontan tiizelési ratajuk nagyobb,
mint 6 Hz (Allers és Sharp, 2003).

A DRM sejtek regisztralasa sordn a LH teriiletérdl érkez6 GABAerg axonokat lokalisan
fotostimulaltuk. A 1ézerdidoda (LD Fiber Light Source, Doric Lenses, Kanada) fényintenzitasat
5 mW-ra allitottuk be. Ebben a kisérletsorozatban, az in vitro kisérletekhez hasonléan minden
stimulus-sorozat 5 darab 10 ms-0s, 20 Hz-es fény pulzust tartalmazott. A stimulus-sorozatokat
10-20 masodpercenként ismételtiik.

Eber, fejrogzitett egerekben a LH projekciok funkcionalis vizsgalata soran (Vgat-ires-Cre n=4)
a jeleket Axoclamp 900A (Molecular Devices, AEA) erdsitdvel rogzitettik és az analog-

digitalis konverziot CED 1401 (Cambridge Electronic Devices, EK) segitségével végeztiik. A
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méréseket megelézden az allakat 4-6 napon keresztiil a mérdhelyhez szoktattuk. Minden mas
kisérleti paraméter az altatott mérések soran alkalmazottakkal azonos volt.

Mind az éber, mind az altatott méréseinket kovetden a fertozott LH-t tartalmazo blokkot
immerzidsan fixaltuk 4%-0s paraformaldehid oldatban. A blokkokbol 80 um vastagsagu
koronalis metszeteket készitettiink vibratom (Leica VT 1000S, Németorszag) segitségével,

annak érdekében, hogy ellendrizziik a fertézés sikerességeét.

EEG regisztralas és miitéti eljaras

A STG éllatok viralis fertdzését kovetden (n=9/csoport) a koponyara frontalis (AP: 2,0 mm
ML: 2,0 mm) ¢és parietalis (AP: 1,8 és ML: 5,0 mm) EEG csavarokat helyeztiink fel. Az EEG
jeleket a fert6zést kovetden egy honapon keresztiil, minden negyedik napon regisztraltuk 3-4
oran keresztiil szimultan video monitoring mellett. AZ EEG jeleket SBA4-v/BioAmp er6sitd
(SuperTech, Magyarorszag) segitségével rogzitettiik és 1 kHz-en digitalizaltuk (CED 1401,
Cambridge Electronic Devices, EK). A regisztratumok analizisét CED Spike2 7.3-as
verzidjaval és Matlab (R2011b; MathWorks, AEA) programok segitségével végeztiik.

Vgat-ires-Cre egerek alvas-ébrenlét ciklusa alatti EEG jeleinek detektalasat, a LH fert6zést
(AAV2-EF1a-DIO-eYFP (kontroll) vagy AAV2-EFla-DIO-hChR2(H134R)) kdvetd négy
EEG csavar (2 frontalis €s két parietalis) epiduralis rogzitése tette lehetdveé. A miitétet kdvetden
az EEG jelek regisztralasa AM 3500 erdsit6 (AM Systems, AEA) és SleepScore software (View
Point, Franciaorzsdg) haszndlatdval tortént, 512 Hz mintavételezési frekvencidval. A
felvételeket minden kisérlet esetében 10 és 14 6ra kozott rogzitettiik. Az EEG jelek regisztralasa
alatt, a DRM teriiletére érkezé LHvgat axonok fotostimulalasat 5 ms 5 vagy 20 Hz-es

fényimpulzusokkal valositottuk meg.
Perfuzio

Az egereket ketamin (200 mg/ttkg) és xylazin (20 mg/ttkg) elegy keverékével tulaltattuk, majd
transzkardialisan perfundéltuk 50 ml 4 °C-os standard fiziologids s6oldattal és 50 ml 4°C-0s
4%-0s paraformaldehid oldattal. Az agyakat eltavolitottuk, majd 24 o6ran keresztiil
paraformaldehid oldatban utofixaltuk. Végiil 5%-0S natrium-azidot tartalmazo 0,1 M-0s

foszfat-pufferben taroltuk azokat.
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Immunhisztokémia

In vitro és in vivo méréseink soran elvezetett DRM sejtek neurokémiai azonositasa

Az in vitro elvezetések alatt az elvezetd pipettabol a Biocytin a sejtekbe diffundalt, ami
megfeleld feltoltést eredményezett. A szeleteket egy ¢éjszakdn &t inkubéltuk 4%-0s
paraformaldehid oldatban, majd a feldolgozas megkezdéséig 5%-os natrium-azidot tartalmazo
0,1 M-os foszfat-pufferben taroltuk azokat.

A 10%-os zselatinba dgyazott, 320 pm-es raphé szeleteket vibratbmmal (Leica VT 1000S) 50
um vastagsagl sorozatmetszetekre szeltiik vissza. A Biocytinnel feltltott sejteket Cy3-
Streptavidin (1:500; Jackson Laboratory, AEA) segitségével tettiik lathatova. Ugyanezeken a
metszeteken tovabbi szerotonin vagy GABA immunhisztokémiat végeztiink. A szerotonin
immunfestés soran elsédleges antitestként az anti-5-HT-RDb antitestet (1:1000; Invitrogen,
AEA) hasznaltuk, mig a GABA immunfestés esetén pedig anti-GABA-Rb (1:1000; Jackson
Laboratory, AEA) elsédleges antitestet alkalmaztunk. Mind a szerotonin, mind a GABA
immunhisztokémia soran masodlagos antitestként a Dylight649-DARDb antitestet (1:400,
Jackson Laboratory, AEA) valasztottuk.

In vivo elevezetések soran a juxtacellularis modszer alkalmazéasanak koszonhet6en, az injektalt
aram hatdsara az livegpipettaban 1évd Biocytin a sejtbe jutott, lehetdséget teremtve a sejt pontos
elhelyezkedésének meghatarozasara. Jelolés utain maximum egy oOra elteltével az allatokat
tulaltattuk és transzkardidlisan perfundaltuk. A Biocytinnel feltoltott sejteket Cy3- vagy
Alexa488- konjugalt Streptavidin (1:500; Jackson Laboratory, AEA) segitségével tettiik
lathatova. A fert6zésekrol és az immunhisztokémiai eredményekrdl fluoreszcens mikroszkopiat
(Olympus BX60 epifluoreszcens mikroszkop, illetve Olympus FV1000 konfokalis mikroszkop,

Japén) alkalmazva képeket készitettiink.

HCN2 csatornak jeldlése csendesitd és kontroll shRNS-el fertdzott agyszovetekben

A 10%-os zselatinba agyazott, 320 pm-es VB talamuszt tartalmazé szeleteket vibratdommal
(Leica VT 1000S) 40 um vastagsagu sorozatmetszetekre szeltiik vissza. Egy ora blokkolas (5%
normal 16 szérum) utan a szeleteket 0,1 M Triss pufferben + 0,1% triton oldott anti-HCN2-Rb
(Alomene Lab; 1:200) primer antitestben inkubaltattuk egy éjszakan at, szobahdmérsékleten.
Ezt kovette a masodlagos antitesttel, szamarban termeltetett anti-Rb Cy3-mal (1:500; Jackson
Laboratory, AEA) val6 2 6ras inkubacid. Az idegsejtek azonositasa érdekében DAPI (1:200;
Millipore, AEA) festést alkalmazztunk.
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A fert6zésekrdl €s az immunhisztokémiai eredményekrdl fluoreszcens mikroszkopiat
(Olympus BX60 epifluoreszcens mikroszkop, illetve Olympus FV1000 konfokalis mikroszkop,

Japan) alkalmazva képeket készitettiink.

Adatértékelés

Az in vitro eredményeket (DRM, VB talamusz idegsejtekbdl torténé elvezetés) FitMaster
(Heka, Németorszag), OriginPro 8.5 (MicroCal, AEA) és Igor (WaveMetrics, AEA)
programokkal analizaltuk. A PSP-ok detektalasanak kiiszobértékét az alapvonaltdl 2x-es
standard szorasértéknyire allitottuk a fotostimulus el6tti és utani 50 ms-0s ablakokban. A
latenciat a négyszogjel kezdetétdl a vizsgalt sejtben detektalt szinaptikus esemény (EPSP,
IPSP) kezdetéig eltelt idoként (ms) hataroztuk meg. A szinaptikus események amplitudojat
(mV) az alapvonal és a hullamcsucs, (EPSP esetén) illetve hullamvolgy (IPSP esetén) kozotti
kiilonbségként hataroztuk meg. Az altalunk szamolt paros pulzus arany (PPA) a masodik
detektalt posztszinaptikus esemény amplitudojanak és az elsd detektalt posztszinaptikus
esemény amplitidojanak a hanyadosa.

Annak érdekében, hogy vizsgdlni tudjuk a HCN2 csatorna aktivitas indukalt depolarizécio
méretét, szamszerisitettiik a regisztralt neuron bemend ellenéllasat a fesziiltségvalasz elején
(csticsndl-Rpe-csucs), a fesziiltséglépesd végén, (egyensulyi allapotban, Rpe-cs) €s ezek
egymashoz viszonyitott aranyat (Rpe-ca/Rbecsics ). Az akcidos potencialok amplitudojat a
kiiszobpotencial és az akcios potencidlok csucsa kozott meértiik. SWD analizis soran a HCN2
csendesitett allatokbol regisztralt paramétereket a kontroll értékek %-aban fejeztiik ki.

Az in vivo kisérletekb6l nyert adatokat Spike2 (Cambridge Electronic Design, EK), program
segitségével analizaltuk. A regisztraci6 alatti extracellularis akcids potencidlokat egyedi sejtek
aktivitasava valasztottuk szét. Az akcids potencialok stimulus koriili eloszlasat peristimulus 1d6
hisztogrammal (PSTH), valamint ,raster plot”-tal abrdzoltuk. Az é&tlagos tiizelési rata
megallapitasdhoz a sejtek tlizelési ratajat a fotostimulus eldtti és utani 500 ms-os iddablakban
atlagoltuk. A modulaciés indexet (MI) az alabbi képlet alapjan hataroztuk meg: TRrs-
TRkon/TRrs+TRkon (TR: tiizelési rata, KON: kontroll, FS: fotostimulacio), igy az 1-es Ml
érték a lehetséges legerdsebb serkentésnek, a -1-es MI érték pedig a lehetséges legerdsebb
gatlasnak felel meg.

A HCN2 és GFP expresszio kvantitativ analizisét Image] softwarrel végeztiik. Manudlisan

kijeloltiik a vizsgadlandd neuronokat, majd az intenzitasokat a megfelelé hullamhosszban (anti-
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HCN2: A=594 nm (piros)), GFP: A=488 nm (z61d)) mértiik. A GFP jel a fert6zés indikatora volt

¢s igy a fert6zott sejtekben vizsgaltuk az anti-HCN2 antitest fluoreszcencia intenzitasat.

Statisztikai analizis

Az adatok normalitasat Shapiro-Wilk és Kolmogorov-Smirnov tesz alkalmazasaval allapitottuk
meg. A normal eloszlastdl eltéré adatok esetében két csoport kozti szignifikdns eltérést
Wilcoxon teszt (paros minta), valamint Mann-Whitney U-teszt (fliggetlen minta; (MW U-
teszt)) segitségével vizsgaltuk. Abban az esetben ahol normal eloszlastak voltak az adataink és
tobb mint két paramétert hasonlitottunk Gssze, harom-utas ANOVA tesztet alkalmaztunk.
regresszidval allapitottuk meg. Az eredményeket <0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak. A

mért értékek atlagait+S.E.M adtuk meg.
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Eredménvyek

Fiziologias agyi allapot: alvas-ébrenlét ciklus

Korabbi irodalmi adatok alapjan ismeretes, hogy az agy egyes régioin beliil a LHvgat Nneuronok
szelektiv ingerlése ébreszt6 hatasu (Herrera és mtsai., 2016, Venner és mtsai., 2019). Azonban
az, hogy az LHvga idegsejtek hogyan modulaljak kiilonbozé agytorzsi neuromodulator
rendszerek aktivitasait még nem feltart. Kisérleteinkben az LH és a DRM funkcionalis

kapcsolatait és azok alvas-ébrenlét ciklus szabalyzasban betoltott szerepét vizsgaltuk.
LH axonok lokalis fotostimulaciéjanak hatasa a DRM neuronokra in vitro

Adeno-asszocialt virus konstrukt (AAV2/1-CAG-ChR2-Venus) sztereotaxias hipotalamikus
injekcigjaval ChR2 fehérjét expresszaltattunk VT (n=10) és GAD-GFP (n=2) egerek LH
neuronjaiban (5. abra: A). A fertézést kdvetéen, minimum egy honap elteltével az allatok
agytorzsébol tuléld agyszeleteket készitettink, majd in vitro whole-cell patch clamp

elvezetéseket végeztiink a lokalis agytdrzsi ChR2-t expresszalé LH axonok szimultan

500 pm

5. abra: ChR2 expresszio6 a LH és a DRM teriiletén. A: Az egerek AAV-Chr2 virussal vald
hipotalamikus fert6zését kovetéen erbteljes ChR2 expresszid figyelheté meg a LH teriiletén. B:
Sematikus abra az in vitro kisérleti felallasrol (bal). A dorzalis raphébol késziilt koronalis metszeten jol
lathatoak a LH-bol a DRM teriiletére érkezé GFP-t és ChR2-t expresszald axonok (jobb), amelyeket a
DRM neuronok elvezetése kozben fotostimulaltunk.
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Az 51 regisztralt DRM idegsejt koziil 17 sejt (33, 33%) esetében figyeltiink meg LH axonok
hiperpolarizal6é posztszinaptikus potencidlokat (HPP) (els6é HPP amplitudo: 7,484+0,285 mV;
masodik HHP amplitadoé: 6,464+0,422 mV; PPA: 0,839+0,173; latencia: 0,014+0,002 ms; 10.
6. abra: A) és 58%-an (n=10/17) depolarizald posztszinaptikus potencialokat (DPP) (els6 DPP
amplitado: 5,097+0,973 mV; mésodik DPP amplitado: 4,973+1,177 mV; PPA: 1,960+0,602;
latencia: 0,8894+0,003 ms; 6. abra: B) valtott ki a ChR2-t expresszald axonok fotostimulacioja.

A
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| W
1N/ _ 100 ms
f!rﬂf / V/ / / r/ / f
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20 mV |_ == DPP
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6. abra: LH-bél érkezé projekciok lokalis fotostimulacioja bizonyos DRM neuronokban
excitatorikus, masokban inhibitorikus posztszinaptikus potencialokat valtott ki. Kordiagram: A
LH-bol érkezo, ChR2-t expresszald axonok lokalis fotostimulaciéja a DRM-ban a vizsgalt idegsejtek
14%-an hiperpolarizald, mig 20%-an depolarizald posztszinaptikus potencidlokat valtott ki. A:
Reprezentativ felvétel egy regisztralt DRM idegsejt membranvalaszarol hiperpolarizal6 és depolarizald
aramlépcsékre (bal). ChR2-t expresszdlo LH axonok fotostimulacidjanak hatasara HPP-ok
detektalhatoak (kozép). A sziirke szin jeldli az egyes atfutdsokat, a piros szinnel pedig ezek atlaga van
feltiintetve. A kék szinii téglalapok jelzik a fotostimulacié (5 darab 10 ms-0s, 20 Hz) id6zitését.
Streptavidinnel el6hivott, patch clamp elvezetés alatt a pipettdbol a sejtbe diffundalt Biocytinnel
feltoltott idegsejt (jobb). B: Whole-cell patch clamp technikaval regisztralt idegsejt valasza a
hiperpolarizald és a depolarizald aramlépcsokre (bal). A fénystimulus kivaltotta gyors depolarizalo
posztszinaptikus potencialok (kdzép). Streptavidinnel el6hivott sejt, amely a patch clamp elvezetés alatt
Biocytinnel lett feltoltve (jobb).
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A posztszinaptikus potencialok farmakolégiai jellemzése és az azokat fogado sejtek

neurokémiai azonositasa

A fotostimulacié hatasara jelentkezd PSP-okat generald szinaptikus mechanizmusokat
farmakologiai modszerekkel vizsgéltuk, majd a regisztraciot kovetden a vizsgalt sejtek
neurokémai identitdsat immunhisztologiai festésekkel azonositottuk. Az NBQX alkalmazas
minden esetben blokkolta a fénystimulus kivaltotta DPP-okat (kontroll: 9,776+1,821 mV,
NBQX: 0,794+0,228 mV; n=4/4 p=0,058, MW U-tesz; 7. abra: C). igy elmondhato, hogy a
latott hatas a LH-bol érkezd glutamaterg projekcié kdvetkezménye.

A DRM GABA immunpozitiv idegsejtjei nagyobb tiizelési rataval, kisebb amplitidd
félszélességgel, csekélyebb mértékli utdhiperpolarizcioval ¢és gyorsabb adaptacidval
jellemezhetéek, mint a DRM szerotonerg neuronjai (Yang és Brown, 2014). A regisztraciok
soran megfigyeltiik, hogy a fiziologiai paramétereik altal feltételezhetéen 5-HT neuronok
(akci6s potencialok kozotti intervallum: 66,28+4,922 ms; amplitado félszélesség: 0,68+0,08
feltételezhetéen GABAerg neuronok (akcids potencialok kozotti intervallum: 17,63+2,483 ms;
amplitado félszélesség: 1,35+0,19 ms; utdhiperpolarizacio: 20,66+6,763 mV) HPP-okkal
vélaszoltak. Ennek megfeleléen kordbbi elektrofiziologiai megfigyelésiinket a regisztralt
neuronokon elvégzett immunhisztokémiaval tamasztottuk ala. A whole-cell patch clamp
elvezetés soran Biocytinnel feltoltott és kés6bb Streptavidinnel eléhivott EPSP-0s sejteken 5-
HT immunhisztokémiat (n=5) végeztiink. A LH fotostimulaciéra EPSP-okkal valaszolo ot

altalunk immunhisztokémiaval vizsgalt sejt 5S-HT-immunreaktiv volt (7. dbra: A; 8. abra: D)
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7. abra: NBQX hatasa a regisztralt depolarizalé posztszinaptikus potencialokra. A: Az elvezetés
sordn Biocytinnel feltdltott, majd Streptavidinnel el6hivott sejt 5-HT-pozitiv. B: A vizsgalt sejt
membranvalasza hiperpolarizald és depolarizald aramlépcsékre. C: A fotostimulaciéo hatasara
jelentkez6 DPP-okat az AMPA-/kainat receptor-antagonista, NBQX (lila) blokkolta. Az abran a sziirke
szin jeloli az egyes atfutdsokat, a piros szinnel pedig ezek atlaga van feltiintetve. A kék szini téglalapok
jelzik a fotostimulacio (5 darab 10 ms-0s, 20 Hz) id6zitését.

Kisérleteinkben az NBQX alkalmazasa nem tiintette el a HPP-okat (kontroll: 7,207+1,094 mV,
NBQX: 7,087+1,076 mV, n=5/5, p=0,180, MW U-teszt; 8. abra: B), azonban a GABAA
receptor blokkold, gabazin szeletekre mosasaval minden alkalommal blokkolni tudtuk a
fénystimulus kivaltotta HPP-okat (kontroll: 7,207+£1,094 mV, GBZ: 0,962+0,276 mV, n=5/5,
p=0,043, MW U-teszt, 8. ébra: B, bal). Tovabba az LH axondlis fotostimulacioja gatolta a
spontan modon aktiv neuronok elektromos aktivitasat (kontroll:12,66+6,65 Hz illetve
fotostimulacio: 0 Hz, MI -1.0, n=3, 8. abra B, bal).

Eredményeink alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy a LH és a DRM neuronjai kozotti gatlas
egy kozvetlen, monoszinaptikus GABAerg projekcié eredménye és kizdrhaté az, hogy a
regisztralt IPSP-ok lokdlis GABAerg interneuron kozvetitésével torténd glutamaterg
projekciok eredményei, ugyanis ez esetben a valaszokat a glutamat receptorok blokkoldsa

megsziintette volna. Megfigyeléseinket azok a kisérletek is alatdmasztjak, amelyek soran az LH
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axonok fotostimulalasakor TTX-et (tetrodotoxin, Na® csatorna blokkolo) és 4-AP (4-
aminopiridin, K* csatorna blokkold) mostunk a szeletekre. A GABAA receptor medialt IPSP-
ok TTX és 4-AP ramosasat kdvetden is jol detektalhatoak voltak (PSP amplitido: kontroll:
6,5+0,6 mV, TTX/4-AP: 6,8£0,7 mV, n=6; 8. abra: C).

Elvezetéseink soran IPSP-al valaszolo sejtek egy részén GABA immunhisztokémiat (n=5)
végeztiink. A LH fotostimuldciora IPSP-okkal valaszold 6t altalunk immunhisztokémiaval
vizsgalt sejt mindegyike GABA immunreaktiv volt (8. abra: A, D). Fontos megjegyezni, hogy
GADG67-GFP egerekbol végzet elvezetések soran csakis a GFP pozitiv, azaz GABAerg
sejtekbdl (n=3) vezettiik el. A harom regisztralt GFP pozitiv sejt koziil kettd valaszolt IPSP-al
¢s egy EPSP-al a fotostimulaciora.

Mindezeket figyelembe véve elmondhato, hogy az altalunk vizsgalt 6sszes olyan sejt, amely a
LH-bol érkezé axonok fotostimulalasara IPSP-al véalaszolt GABAerg interneuron és a DRM
GABA neuronok jelentds részénél az LH axonalis fotostimulaciora IPSP-4lt valtott ki (8. abra:

D).

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a LH-bol érkezd ChR2-t expresszald axonok lokalis
fotostimulacidja bizonyos DRM neuronokban AMPA-/kainat receptor medialt excitatorikus,
mig mas sejtekben GABAA receptor medialt inhibitorikus PSP-okat valtott ki és a PSP-ok

polaritasa jol korreldl a DRM neuronok neurokémiai identitasaval.
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8. dbra: A regisztralt hiperpolarizal6é posztszinaptikus potencidlok farmakolégiai vizsgalata. A:
Az elvezetés soran Biocytinnel feltoltott, majd Streptavidinnel eléhivott sejt GABA immunreaktiv. B

A regisztralt idegsejt membranvalasza hiperpolarizal6 és depolarizalod aramlépcsokre (bal). Az NBQX
alkalmazasa nem blokkolta a fotostimulacié kivaltotta IPSP-okat (lila, jobb), azonban GBZ ramosasaval
blokkolni tudtuk a detektalt eseményeket (narancssirga; jobb). C: A regisztralt idegsejt
membranvalasza hiperpolarizalo6 és depolarizald aramlépcsokre (bal). A fotostimulacié indukalta IPSP-
ok jol detektalhatoak voltak 4-AP és TTX (zold, jobb) jelenlétében is. D: Az Osszes elvezetett DRM
neuronon (n=51) detektalt PSP amplitado eloszlasa. Z6ld korok: azonositott GABAerg neuronok (n=5
immunhisztokémia, n=3 GFP pozitiv GABAerg sejt GAD67-GFP egérbdl), ciklamen korok: 5-HT
immunpozitiv idegsejtek, sziirke korok: azonositatlan idegsejtek.
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A LH és a DRM funkcionalis kapcsolatanak vizsgalata in vivo

Altatott allatokbol végzet egyseit elvezetés és juxtacellularis jeldlés

In vitro kisérleti eredményeinket kovetéen azt vizsgaltuk, hogy intakt allatban milyen hatéssal
van a virussal fertézott LH GABAerg axonok fotostimulacioja a DRM neuronok spontan
elektromos aktivitasara. A specifikus GABAerg kapcsolatok vizsgalata érdekében Vgat-ires-
Cre egerek LH-at (n=10) AAV1-CAGGS-FLEX-CHR2-tdTOM-SV40 virussal fertoztiik (9.
abra: A). A fert6zést kovetden extracelluldris egysejt elvezetést végeztiink altatott egerek DRM

neuronjaibodl, mialatt a LH ChR2-t expresszald axonjait lokalisan fotostimulaltuk (9. abra: B).

A

AAV-Flex-ChR2-tdTomato Vgat-ires-Cre egér

.

9. abra: ChR2-tdTomato expresszio a LH és a DRM teriiletén. A: A Vgat-ires-Cre egerek LH-ba
torténé AAV-Flex-ChR2-tdTomato virus injektalasat kovetden erdteljes ChR2 expresszio figyelhetd
meg a fert6zott teriileten (bal), valamint a DRM teriiletére projektald axonokban (jobb). B: Sematikus
abra az in vivo kisérleti felallasrol.

Méréseink soran a DRM tertiiletére vetitd LHvgat axonok lokalis fotostimulacioja gyors aktivitas
csokkenést (a kontroll 42,37+5,94%-a; 10. abra: A) eredményezett a vizsgalt DRM neuronok
spontan aktivitdsaban (kontroll: 7,72+6,43 Hz, fotostimulacié: 5,37+3,77 Hz, p< 0, 001 MW
U-teszt, n=25; 10. ébra: C, D). A elvezetések soran nyolc DRM neuront jeldltiink juxtacellularis

technikaval, amelyek a DRM-on beliili elhelyezkedésiik, morfologiajuk és spontan tiizelési

ratajuk >6 Hz alapjan vélhetéen GABAerg interneuronok (Allers és Sharp, 2003).
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10. abra: A LH-bél érkez6 GABAerg projekciok hatisa a DRM idegsejtek spontan neuronalis
aktivitasara in vivo. A: A LH-bol a DRM teriiletére projektalo axonok fotostimulacidja (5 darab 10
ms-0s, 20 Hz, kék téglalap) a regisztralt DRM neuron spontan aktivitasat csokkentette. Az dbra kozepén
1évé ,raster plot”-on minden egyes fekete vonal egy 6nalld akcios potencialt jelol, mig a sorok az egyes
atfutasokat abrazoljak. A PSTH (kék vonal) a regisztralt neuron atlag tlizelési ratajat abrazolja. B: A
regisztralt idegsejtet juxtacellularis technika segitségével Biocytinnel feltoltottiik, majd Streptavidin
festéssel lathatova tettiik. C: Az altatott VGAT-ires-Cre egerekbdl (n=10) regisztralt DRM idegsejtek
(n=25) modulaciés indexe (kék: fotostimulacio altal gatolt sejtek, sziirke: szignifikans valtozast nem
mutato sejtek). D: Az Osszes regisztralt neuron (n=25) atlagolt PSTH-ja (kék: atlag, sziirke sav: £SEM).

Eber, fejrogzitett egerekbdl véozet egyseit elvezetés

Eber, fejrogzitett allatokbol (n=4) vald elvezetések soran a regisztralt DRM sejtek 17 %-nél
(2/12) fotostimulaciot kovetd aktivitds csokkenést figyeltiink meg (kontroll: 6,52+4,26 Hz,
fotostimulacio: 4,32+3,16 Hz; p<0,001, Wilcoxon teszt; 11. abra: A-B). A tobbi vizsgalt DRM
neuron esetén (10/12, 83%) fotostimulaciot kovetden emelkedett aktivitast tapasztaltunk
(kontroll: 7.67+6.87 Hz, fotostimulacio: 10.98+8.920 Hz, n=12, p<0,001, Wilcoxon teszt; 11.
abra: A-B). Az aktivitasvaltozas latenciaja viszonylag lassu (~200 ms), de koriilbeliil 1 mp-ig

emelkedett maradt.
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11. abra: Az LH axonok fotostimulicidjanak hatisa a DRM neuronok spontan aktivitasara éber
allatokban. A: A LH fotostimulacio hatasara (5 darab 10 ms-o0s, 20 Hz, kék téglalap) egyes DRM
neuronok aktivitasa csokkent (bal), mas sejteké emelkedett (jobb). Az abra tetején 1évé ,,raster plot”-on
minden egyes fekete vonal egy 6nallo akcids potencidlt jelol, mig a sorok az egyes atfutdsokat
abrazoljak. Alul: PSTH. B: Az éber egerekbol (n=4) elvezetett DRM idegsejtek (n=12) modulacios
index eloszlasa (kék: gatolt, piros: serkentett, sziirke: nem sziknifikans; p<0, 001 MW U-teszt) C: Az
Osszes regisztralt neuron (n=12) atlagolt PSTH-ja (piros: atlag, sziirke sav: =SEM).

In vivo eredményeink jol reprezentaljak a LH és a DRM kozotti funkcionalis kapcsolatot.
Kisérleteink alapjan elmondhatd, hogy a LHvgat neuronjai gétld hatast fejtenek ki a DRM
feltételezhetéen GABAerg sejtjeire, aminek kovetkezménye a DRM nem GABAerg

neuronjainak feltételezett diszinhibicioja.

A DRM-be vetito LH-bol érkez6 GABAerg projekciok hatasanak vizsgalata az alvas-

ébrenlét ciklus alatt

Tovabbi kisérleteinkben a LHvga-DRM projekciok hatasat vizsgaltuk az alvas—€brenlét
ciklusra. Annak érdekében, hogy kifejezetten a LH gatl6 bemeneteket hatasat vizsgaljuk Vgat-
ires-Cre egereket fertéztiink AAV2-EF1a-DIO-hChR2(H134R)-eYFP (ChR2-EYFP) virussal
(n=6). A kontroll csoport egereinek LH-ba pedig AAV2-EF1a-DIO-eYFP virust injektaltunk
(n=5) (12. abra: A, B). A alvas-ébrenlét ciklus szakaszait EEG és EMG szimultan
fényfelvillanas, 473 nm kék fény) a DRM {61¢ helyezett optikai szal tette lehetévé (12. abra: C,
D). Minimum 10 mésodperc stabil alvasi allapot beallta utan (LA vagy PA) stimulaltuk a DRM-
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ba vetit6 LHvgat rostokat mindaddig, amig allapotvaltozast észleltiink (12. dbra: E). A
fotostimulacié gyors (<7 mp) ébredést idézett elo LA allapotbol (p<0,0001, harom-utas
ANOVA; 12. é4bra: F), azonban a PA fazisban tortént fotostimuldci® nem vezetett

allapotvaltozashoz (12: ébra, G).

A B C D
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12. abra: A GABAerg LH-DRM projekciék hatasa az alvas-ébrenléti ciklus allapotvaltozasaira.
A A kisérleti felallas sematikus abrazolasa. B: Reprezentativ fluoreszcens mikroszkopias felvétel a LH
teriiletén megfigyelhetd6 ChR2-eYFP expressziorol. C: Az agytorzs teriiletére helyezett optikai szal
pozicidgja a DRM folott; zold: Chr2-t expresszald LH-bol DRM-ba vetitd axonok, piros: DRM
szerotonerg (triptofan-hidroxilaz immunpozitiv) neuronok lokalizacidja. D: Az implantalt optikai szalak
pozicidja a 11 vizsgalt allat esetében. E: A kisérletek soran alkalmazott fotostimulacié idézitésének
sematikus abrazolasa (fent). Reprezentativ EEG/EMG felvétel, amely az optogenetikai stimulacio
hatasara bekovetkezett allapotvaltozast szemlélteti (k6zép). Jol megfigyelhetd a fotostimulus hatdsara
bekovetkez6 EEG deszinkronizacid, valamint az intenzivebb EMG aktivitas. F: A LA — ébrenlét
allapotvaltas latenciaja. G: A PA — ébrenlét allapotvaltas latenciaja.

Az altalunk vizsgalt LHvga-DRM projekcioknak jelentds szerepiik van az alvasbol ébrenléti
allapotba vald atmenetbe. Eredményeink tehat kiegészitik, egy 0j gatld projekcid azonositasa
altal, azokat a korabbi megfigyeléseket, amelyek szerint a LHvgst neuronok az alvas-ébrenléti

ciklus fontos szabalyzoi.
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Patofiziologias agyi allapot: epilepszia

STG egértorzs absence rohamainak vizsgalata a HCN2 csatorna csendesitését kovetoen

Az AE-as rohamok a talamo-kortiko-talamikus halozat osszillacidiban keletkeznek, igy a
rohamok generalasaban kozrejatszo mechanizmusok jelentds része kozvetlen modon kothetd
Ossze a halozat mikodésével (Blumenfeld, 2005, Crunelli és mtsai., 2020). A rohamok
csatornak diszfunkcidjanak jelentds szerepe van (Di Pasquale és mtsai., 1997, Ludwig és mtsai.,
2003), de a tiiske-hullamok keletkezésében betoltott pontos szerepiik tisztazatlan. Munkak
soran az AE egyik széles korben elterjedt modelljében, a STG egértérzsben vizsgaltuk a
talamikus HCN2 csatornak csokkent expresszidjanak hatasat az absence rohamokra. Ennek
érdekében szabadon mozgd STG egerek EEG aktivitasat regisztraltuk (13. abra: A). A
monitorozast a fert6zést kdvetden egy honapon keresztiil, minden negyedik napon végeztiik. A
HCN2 csatorndk genetikai csendesitését viralis fert6zés segitségével értiik el. A STG egerek
(n=9) VB talamuszaba HCN2 gént csendesité shRNS-t tartalmaz6 viralis vektort juttatunk (14.
abra, fent). Kontroll csoportként pedig a HCN2 gént nem csendesité shRNS-t kodold virussal
injektalt STG egereket (n=9) alkalmaztuk.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a rohamok teljes ideje szignifikdnsan csokkent a
csendesité shRNS-el fert6zott STG egerekben a kontroll csoporthoz képest (5712 és 45+9%,
p =0,036 és p=0,029, MW U-teszt, n=9/ csoport, 13. abra: B), a fertézést kovetd 28. és 32.
napon. Ezeken a napokon az egyedi rohamok hosszdban szintén szignifikans eltérést
detektaltunk (kontroll: 38+7%; csendesité sSRNS: 31+£6%, p=0,035 és p=0,043, MW U-teszt,
13. dbra: C). A HCN csatornak genetikai csendesitése a rohamok gyakorisdgaban is csokkenést
eredményezett, azonban ez nem volt szignifikans (3514 ¢s 8+12% p=0,056 és p=0,42, MW
U-teszt), (13. abra: D).

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a talamokortikalis relé sejtek HCN2 csatornai és az
altaluk kialakitott I jelentds mértékben befolyasolja az absence roham alatt megfigyelhetd

SWD-ok megjelenését €s hosszat.
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13. abra: A HCN2 csatorna gént csendesité shRNS bilateralis injektaldsanak hatasa a szabadon
mozgo STG egerek absence rohamaira. A: Reprezentativ EEG felvétel egy kontroll (fent) és HCN2
csendesitést (lent) kovetd spontan SWD-rol. B-D: A HCN2-t csendesité shRNS hatasa a rohamokkal
toltott teljes idore (B), az egyedi rohamok hosszara (C) és a rohamok szamara (D). A fekete vonal a
kontroll virussal fert6zott egerekbdl (n=9) szarmazo eredményeket, mig a piros vonal a csendesitd
ShRNS-el injektalt allatok (n=9) eredményeit jeloli. A jobb oldalon lathatd oszlopdiagramok
reprezentaljak a 28. és 32. napon mért rohammal toltott teljes id6, egyedi rohamok hosszanak és a
rohamok szdmanak abszolut értékeit. Az adatok atlagai=SEM lett feltiintetve és a szignifikanciat a *
(p<0.05) jeloli; n.s.: nem szignifikans.
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A HCN2 génjét csendesité shRNS cellularis hatasanak vizsgalata

EEG/EMG kisérleteinket kovetden az altalunk alkalmazott kontroll ¢s HCN2 gént csendesitd
shRNS cellularis, funkcionalis hatasat vizsgaltuk. Ennek érdekében a fertdzést kovetden 28-36
nap elteltével csoportonként 4-4 STG egér VB talamuszat tartalmazo tuléld agyszeletekbol
végeztiink in vitro whole-cell patch clamp elvezetéseket. Annak érdekében, hogy még
biztosabb képet kapjunk az altalunk alkalmazott genetikai csendesités talamokortikalis relé
neuronokra gyakorolt sejtszintli hatasarol, VT egerek VB magjat is megfertztilk a HCN2 gént
csendesitd (n=3) és nem csendesitd (n=3) shRNS-t tartalmazo virussal (14. abra, fent). A HCN2
csatorna gént csendesitd és nem csendesité shRNS-el fertdzott sejtek azonositasat a virushoz
kapcsolt GFP fluorofér tette lehetdvé. Elvezetéseinket minden esetben ezekbdl a GFP pozitiv
VB talamusz teriiletén talalhato talamokortikalis relé sejtekbdl végeztiik (14. abra, lent). A
regisztralas soran a sejtek kiilonféle elektrofiziologiai tulajdonsagait monitoroztuk. A VT és az
STG egerekbdl hasonld eredményeket kaptunk, igy a két torzs elektrofiziologiai adatait

Osszesitve értékeltik.
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14. abra: HCN2 csatornat csendesité shRNS fertézés a VB talamusz teriiletén. Az elvezetéseink
sordn a GFP pozitiv (z6ld), shRNS-el fertdzott talamokortikalis relé sejteket Byocitinnel toltottiik fel,
amely lehetévé tette a késobbi azonositasukat Streptavidin immunfestést (piros) kdvetéen. A fehér
szaggatott téglalap jeloli a felnagyitott teriiletet.
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A HCN2 csatorna gént csendesité shRNS-sel fertdzott talamokortikalis relé¢ neuronok nyugalmi
membranpotencidlja a kontroll (HCN2 csatorna gént nem csendesitd shRNS-sel fert6zott)
neuronokénal hiperpolarizaltabb volt (-68+6 mV; n=18, illetve: -63+7 mV, n=18, p=0,032, MW
U-teszt; 15. adbra: D). Tovabba a hiperpolarizald aramlépcsd hatdsara megfigyelhet6 HCN2
csatorna medialt depolarizacié szinte teljes mértékben megsziint a HCN2 csatorna csendesitett
sejtekben, mig a kontroll virussal fertézott sejtek esetén megfigyelhetd volt (15. abra: A-B).
Minél negativabb aramlépcsot injektaltunk a regisztralt sejtbe, annal nagyobb fesziiltség
kiilonbséget mértiink a fesziiltségvalasz eleje és vége kozott, amelyet a HCN csatornak
aktivacioja eredményezett (15. abra: C, fent), de ez a kiilonbség a HCN2 csendesitett neuronok
esetén nem volt kimutathato (15. abra: C, lent). Az elvezetett sejtek bemend ellenéllasa, amelyet
a hiperpolarizalé aramlépcsore adott fesziiltség valasz kezdeti pontjan mértiink hasonlé volt a
két csoport esetében (217+75 MOhm n=18, és 18673417 MOhm n=18, p=0,56; MW U-teszt;
15. abra: F). Azonban a kezdeti és a végpontban mért bemend ellenallas (Roe) aranya (Roe-ca/Rbe-
csucs) Szignifikdnsan nagyobb volt a HCN2 csatorna gén csendesitett talamokortikélis relé
sejtekben, mint a HCN2 csatornat tovabbra is kifejez6 relé neuronokban (0,94+0,08 és
0,82+0,01, n=18, p:6,2,10'5 ; MW U-teszt; 15. dbra: E). Mindez arra utal, hogy a hiperpolarizalo
1épcsé okozta depolarizacié csokkenése a HCN2 csatorna gén csendesitett talamokortikalis relé
sejtekben nem a bemend ellenallasok eltérésébol fakad.

A HCN2 csatornak genetikai csendesitése nem volt hatassal a talamokortikalis relé sejtek akcios
potencialjainak tulajdonséagaira (kiiszobpotencial: kontroll: -45+6 mV; HCN2 csendesitett: -
48+5 mV; amplitado: 8242 mV ¢és 80+2 mV, n=18, p=0,17 ¢és p=0,46; MW U-teszt, 15. abra:

G-H), ami a beavatkozas HCN2 csatornakra gyakorolt szelektiv hatasara utal.
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15. abra: HCN2 csatorna génjét csendesito shRNS hatiasa a talamokortikalis relé sejtek
membrantulajdonsagaira in vitro. A: Kontroll (fekete) és a HCN2 csatorna gén csendesitett (piros)
talamokortikalis relé neuronok reprezentativ fesziiltség valaszai a hiperpolarizald (-100 pA) és a
depolarizal6 (50pA) dramlépcsdkre. A membranpotencial mindkét esetben: -60 mV. A haromszogek a
kezdeti, a négyzetek a hiperpolarizalé aramlépcsére adott membranvalaszok végénél mért értékeket
jelolik. B: Az atlagolt hiperpolarizal6 aramlépcsore adott membranvalaszokon (folyamatos vonal: atlag;
sziirke sav: +SEM) jol lathat6 a kontroll (n=18) és HCN2 csendesitett (n=18) neuronok kozotti
kiilonbség. C: Az Osszes regisztralt idegsejt fesziiltség-aram diagramjan megfigyelheté a befelé
rektifikdld membranvalasz hianya a HCN2 csatorna csendesitett csoport esetén. A nyugalmi
membranpotencial (D), @ Roe-cs €S @ Rie-csics arany (E), az egyensulyban mért membran ellenallas (Rpe-
), (F), az akcids potencial kiiszobértékének (G) és az amplitiddjanak (H) érékei a két csoport esetén.
A grafikonokon az iires négyszogek (fekete-kontoll, piros-shRNS) az egyes neuronok adatait, a nagy
szimbolumok pedig azok atlagat+SEM-t jelolik. A szignifikans eltéréseket a * (p<0.05) és a ** (p<0.01)
jelolés mutatja, n.s.: nem szignifikans.

Genetikai inaktivacio utani HCN2 csatorna expresszio vizsgalata

Az EEG vizsgalat és az in vitro elektrofiziologiai méréseket kdvetden anti-HCN2 és DAPI
immunfestést (16. abra: B) végeztliink annak érdekében, hogy megvizsgaljuk az altalunk
alkalmazott genetikai csendesités hatasat a HCN2 csatorna expresszidra. Mind a kontroll, mind
pedig a csendesité shRNS-el fert6zott csoportbol 6-6 egérbdl szarmazo 1-1 szelet fluorofor
intenzitasat vizsgaltuk. A HCN2 immunfestés sejtenkénti intenzitdsat korrelaltattuk a GFP jel
sejtenkénti intenzitasaval. Megallapitottuk, hogy a csendesité ShRNS-el fertdzott szeletek
esetében negativ korrelacio figyelheté meg a két jel kozott (linearis regresszid az Osszes

adatpont 6sszevonasaval: R?=0,12, p=3,82xlO'9; metszetenként: p=0,041, 0,0006, 0,001, 0,03,
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0,17 és 0,0001; 16. abra: C, lent). Tovabba a GFP pozitiv, csendesitd shRNS-sel fertdzott
talamokortikalis relé neuronok anti-HCN2 immunreakciodja jelentésen kisebb volt (16. abra: B,
kozép), mint a konroll shRNS-el fertézott relé sejtek esetén (16. abra: B, fent), ugyanis a
kontroll, nem csendesité shRNS-el fert6zott mintak esetében nem talaltunk korrelaciot a GFP
és a HCN2 szignalok kozott (lineéris regresszio az dsszes adatpont dsszevonasaval: R?=0,0004,
p=0.77; metszetenként: p=0,31, 0,14, 0,23, 0,67, 0,051, és 0,59; 16. abra: C, fent). Az agykérgi
teriileteken GFP expressziot kizardlag axonokban detektaltunk, tehat a HCN2 csendesités a
talamikus terliletekre korlatozodott. Ennek megfeleléen a kérgi HCN2 expresszid erdteljes

maradt (16. abra, B alul).
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16. abra: A HCN2 csendesités hatasa a csatornak talamikus és Kortikalis expresszidjara. A: Az
alkalmazott AAV virus konstruktok szekvenciai. B: DAPI (kék), GFP (zold) és HCN2 (piros) jelolés
konfokalis felvételei kontroll (felsé sor), HCN2 csatorna csendesitett allatok talamikus (kdzéps6é sor) és
kérgi teriiletérol (also sor). A fehér nyilhegyek az er6sen GFP pozitiv, a nyilak az erésen HCN2 pozitiv
sejtek helyét mutatjak C: A GFP és HCN2 pozitiv fluoreszcencia-intenzitasok sejtenkénti korrelacioja
kontroll (feliil) és HCN2 csendesitett (alul) esetekben. Egy-egy szimbolum egy-egy vizsgalt idegsejtet
jelol. A hasonld szinli szimbolumok egyetlen metszetbOl szarmaznak. A metszetenkénti linedris
regressziot az adott szin, a piros szaggatott vonal a teljes vizsgalt populacid linearis regresszio
eredményét abrazolja.

Immunhisztokémiai vizsgéalataink alatdmasztjak az altalunk alkalmazott HCN2 csatornak
genetikai csendesitésének hatékonysagat, amely lehetdvé tette a csatorna-diszfunkciok

agyteriilet-specifikus vizsgalatat.
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Megbeszélés

LH-DRM projekcio funkcionalis kapcsolatanak vizsgalata

Az alvas-ébrenlét ciklus valtakozasa egyike a legalapvetébb bioldgiai ritmusoknak. Mind az
alvasért, mind az ébrenlétért kiilonbozod idegrendszeri struktarak feleldsek. A legfontosabb agyi
régiok, amelyek részt vesznek a napi periodicitds és az éberség kialakitdsdban a hipotalamusz
¢s az agytorzs (Fuller és mtsai., 2006). A LH-on beliil mind az orexinerg, mind pedig a MCH
neuronok fontos szerepet jatszanak az alvas-ébrenlét ciklus szabalyzasaban (Jones, 2020). Az
orexinerg neuronok elektromos aktivitdsa ébrenlét alatt a legkifejezettebb, tovabba
optogenetikai aktivalasuk ébresztd hatasti (Adamantidis és mtsai., 2007). Az MCH idegsejtek
aktivitasa viszont a LA fazisdban emelkedett és tiizelési frekvencidjuk maximumat a PA alatt
érik el. Optogenetikai kisérletek bizonyitjak, hogy jelentds szerepet toltenek be mind az LA,
mind pedig a PA kialakulasaban (Hassani és mtsai., 2009b). Ujabb vizsgélatok szerint a LHvgat
idegsejtek szintén jelentds szerepet jatszanak az alvéas-ébrenlét fazisainak koordinalasaban.
Tiizelési aktivitasuk az ébrenléti és a PA fazisban emelkedett (Venner és mtsai., 2016, Venner
¢s mtsai., 2019), szelektiv stimulaciojuk ébresztd hatast (Herrera és mtsai., 2016, Venner ¢és
mtsai., 2019). Az agytorzs teriiletén elhelyezkedé DRM szerotonerg neuronjainak specifikus
stimulacidja egyes kisérleti eredmények alapjan ébreszté (Ito és mtsai., 2013), mig mas
vizsgalatok alapjan hipnogén hatast (Oikonomou és mtsai., 2019). A DRM neuronok aktivitasa
¢brenlét alatt fokozddik, LA alvas alatt jelentdsen csokken és szinte teljes mértékben megsziinik
PA alatt (L6rincz és Adamantidis, 2017). A LH és DRM ko6z6tti kolesonos kapesolat bizonyitott
(Gervasoni ¢és mtsai., 2000, Weissbourd €és mtsai., 2014), azonban ennek funkcionalis
jelentésége még nem tisztazott.

In vitro elektrofizilogiai eredményeink alapjan elmondhat6, hogy LH-bol érkez6 ChR2-t
expresszalo axonok lokalis fotostimulacidja bizonyos DRM neuronokban AMPA-/kainat
receptor medialt excitatorikus, mig mas sejtekben GABAA receptor medialt inhibitorikus PSP-
okat valtott ki és a PSP-ok polaritasa jol korrelal a DRM neuronok neurokémiai identitasaval.
Farmakologiai vizsgalataink eredményei monoszinaptikus serkentd és gatld kapcsolatokat
bizonyitanak. In vivo elektrofiziologia eredményeink alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy az
LH—DRN projekciok hatasa szamottevd, ugyanis a LH fotostimulacioja mind altatott, mind
pedig ¢ber allatok DRM neuronjainak spontan elektromos aktivitdsat nagymértékben képes

befolyasolni.
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Immunhisztokémia vizsgalataink soran bizonyitottuk, hogy in vitro elvezetéseink soran az
altalunk vizsgalt Gsszes olyan sejt, amely a LH-bdl érkez6é axonok fotostimulalasara IPSP-al
valaszolt GABAerg interneuron és a DRM GABA neuronok jelentds részénél az LH axonalis
fotostimulaciora IPSP-t valtott ki. Mindemellett altatott 4llatokbol szarmaz6 méréseink soran a
GABAerg LH axonok lokalis fotostimulacidja gyors aktivitds csOkkenést eredményezett
feltételezett DRM GABAerg neuronokban. Kozismert, hogy a GABAerg idegsejtek az agy
minden teriiletén megtalalhatdak, nem meglepd tehat, hogy a GABA-t szintetizaldé gatld
idegsejtek bizonyos populdcidinak jelentés szerepe van az alvas-ébrenlét ciklus
szabalyzasaban. Egyes gatld idegsejtek jelent0s szerepet tolteneck be az ébrenléti allapot
kialakitasaban és fenntartasaban (Brown és mtsai., 2012). A bazalis eléagy és a ventralis
tegmentalis teriilet GABAerg neuronjai szerepet jatszanak az ébrenléti allapotra jellemz6 EEG
deszinkronizacio kialakitdsaban. Tovabba, ezeken a teriileteken a GABAerg idegsejtek
aktivitasa PA és ébrenlét alatt is emelkedett (Korotkova és mtsai., 2003, Hassani és mtsai.,
2009a). A glutamaterg talamokortikalis relé neuronok és a gatldé nRT sejtek bizonyitottan
nélkiilozhetetlenek az alvas-ébrenlét soran megfigyelhetd talamikus oszcillacié kialakitasaban
(Brown és mtsai., 2012). A striatum GABAerg tiiskés sejtjei a substantia nigra pars reticulata
diszinhibicidja altal képesek befolyasolni a talamokortikalis relé neuronok aktivitasat. Tovabba
a LA-bol ébrenléti allapotba valdo 4atmenet soran tiizelési modjuk megvaltozik. Ez a
megvaltozott komplex aktivitas az ébrenlétre jellemz6 deszinkronizalt EEG aktivitassal tarsul
(Mahon és mtsai., 2006). Bizonyitott, hogy az LHvgat Neuronjai monoszinaptikus kapcsolatokon
keresztiil gatoljak az nRT sejteket, ébredést eredményezve LA-bodl, azonban PA-bol nem
(Herrera €s mtsai., 2016). Az LHvgat sejtjei a ventrolateralis preoptikus teriilet hipnogén sejtjeit
monoszinaptikus kapcsolatok altal gatoljak, ez altal szintén az ébrenléti allapotot tAmogatjak
(Venner és mtsai., 2019). Az LHvgat idegsejtek a talamusz és a ventrolateralis preoptikus teriilet
mellet, szamos olyan agyi régidba projektalnak, amelyek ébrenlétet timogato hatasa kozismert,
ilyen példaul a locus coeruleus, a nucleus tuberomamillaris, a periaqueductalis sziirkeallomany
¢s a DRM (Venner és mtsai., 2016). Azonban ezeknek a kapcsolatoknak az ébrenléti allapothoz
val6 hozzéjaruldsa még nem teljesen tisztazott.

A DRM teriiletére vetitd LHvgat projekciok funkciondlis vizsgalata soran kimutattuk, hogy
lokalis optogenetikai aktivaciojuk ébredést idéz el6 LA-bdl, azonban PA-bol nem.
Eredményeink aldtdmasztjak ¢és kiegészitik az emlitett korabbi tanulmanyok megfigyelésit,
miszerint az LHvgat neuronok jelentds mértékben szabalyozzak az alvasbol ébrenléti allapotba
valo atmenetet. Figyelembe véve, hogy a LH-on beliill tobb gatld sejtpopulacié ismert

(Mickelsen ¢és mitsai., 2017), tovabbi kisérletek sziikségesek annak érdekében, hogy
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meghatarozzuk az emlitett folyamatok hatterében all6 LHvgat idegsejtek pontos neurokémiai
identitasat.

Altatott és éber allatokbol szarmaz6 vizsgalataink soran megfigyeltiik, hogy az LHvgat Neuronjai
gyors ¢s erteljes gatlast fejtenek ki a DRM feltételezhetéen GABAerg sejtjeire, aminek
kovetkezménye a DRM nem GABAerg neuronjaink diszinhibicidja. A diszinhibicid sejtes
elemeinek pontos meghatarozasahoz — figyelembe véve az RM nagyfoki neurokémiai és
fiziologiai heterogenitasat (Szonyi és mtsai., 2016, Sos és mtsai., 2017) — tovabbi kisérletek
sziikségesek. Ismert, hogy az 5-HT idegsejtek aktivitasanak fokozodasa gyorsan és erdteljesen
befolyasolja a kérgi idegsejtek aktivitasat (Lottem és mtsai., 2016) és ez altal az agyi allapotok
valtozasahoz vezethet. Ujabb kutatasi eredmények kimutattak, hogy a DRM 5-HT pozitiv
idegsejtjeinek tonusos aktivitasa alvast idéz eld, mig a kisiiléssorozatos tiizelési aktvitasuk
¢ébrenléti allapotot 1déz elé (Oikonomou és mtsai., 2019). Eredményeinket figyelembe véve
lehetséges, hogy a korabban megfigyelt DRM neuronok fazikus aktivitas valtozasai és ezek

kérgi hatdsai részben a LHvgat neuronok megvaltozott aktivitasabol szdrmaznak.

Osszegzésképpen elmondhatd, hogy a LH és DRM neuronok kozotti gatlo kapcsolat fontos

szerepet jatszik az alvas és ébrenlét kozotti allapotvaltasban (Gazea, Furdan és mtsai, 2021).
A hiperpolarizacio altal aktivalt ionaram és az absence rohamok kozotti kapcsolat

Ismert, hogy az absence rohamok soran a talamo-kortiko-talamikus halézatot alkoté idegsejtek
hiperszinkronizalt allapotba keriilnek (Crunelli és mtsai., 2020). A T-tipusu Ca?* és a HCN
csatorndk miikodése alapozza meg az nRT és talamokortikalis relé sejtek azon intrinszik
tulajdonsagait, amelyek hozzajarulnak a normal ritmikus oszcillaciok kialakitasahoz és
fenntartasahoz (Luthi és McCormick, 1998a). Alul vagy talmiikodésiik az absence rohamok
soran hozzajarul a talamo-kortiko-talamikus halézat oszcillacidiban megjelend SWD-hoz
(Blumenfeld, 2005). Azonban a mai napig vitatott, hogy pontosan mely cellularis elem(ek)
diszfunkcioja felelds az SWD-ok kialakulasaért és generalizalasaért. Napjainkban intenziven
kutatjak a talamokortikalis relé sejtek HCN csatornai altal generalt In és az SWD-ok
megjelenése kozotti Osszefiiggést, azonban e témat boncolgatdé tudomédnyos publikaciokban
gyakran ellentmondasos eredmények sziiletnek. Egyes in vitro elektrofiziologiai elvezetések
soran emelkedett In amplitadot detektdltak GAERS ¢és WAG/Rij AE-as patkanyok
talamokortikalis relé neuronjaiban (Kanyshkova és mtsai., 2012, Cain ¢és mtsai., 2015),
amelynek oka a HCNI1, 2 és 4 csatorndk emelkedett stiriségének kovetkezménye lehet

(Kanyshkova és mtsai., 2012). Igy a nagyobb mértékii I, okozhatja a talamokortikalis relé sejtek
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emelkedett tiizelési aktivitasat az SDW ciklusok alatt. Mas tanulméanyok ellenben arra a
megallapitasra jutottak, hogy a talamokortikalis relé sejtek cAMP koto hatékonysdga mindkét
AE allatmodellben lecsokkent (Budde és mtsai., 2005, Kuisle és mtsai., 2006) és ez a
megvaltozott mértékii cAMP kotés okozhatja a HCN csatorndk alulmikodését. Ennek
kovetkeztében az absence rohamok soran a csatorna nem tudja megfeleléen szabalyozni a
kistiléssorozatos tiizelések megjelenését és lecsengését. Azonban szabadon mozgd GAERS ¢és
GHB AE allatmodellek vizsgélata bizonyitotta, hogy a talamokortikalis relé neuronok tiizelési
aktivitasa lecsokken, vagy akar teljesen megsziinik az absence rohamok alatt (McCafferty és
mtsai., 2018). Ezekben az allatmodellekben a neuronokat csekély aktivitasuk soran tonusos
tiizelés jellemzi, mi tobb a T-tipusu Ca?* -csatorna medialt kisiiléssorozatos tiizelés is csak
ritkan detektalhatd. Megéllapitast nyert az is, hogy a T-tipusi Ca?*-csatorndk talamikus
blokkoldsa nem befolydsolja az absence rohamokat, viszont a nRT €s a szomatoszenzoros
kéregbe juttatott T-tipusti Ca?*-csatorna blokkolé megsziinteti a rohamokat (McCafferty és
mtsai., 2018).

Sajat eredményeink alapjan, miszerint az STG egértorzsben a HCN2 csatorna csendesitése
csOkkenti a rohamok Ossz-idétartamét és azok hosszat, elmondhaté hogy a talamikus HCN
csatornak sokkal nagyobb mértékben jarulnak hozza az absence rohamokhoz, mint a T-tipusu
Ca?*-csatornak. A talamikus HCN2 csatornak blokkolasa kovetkeztében a talamokortikélis
neuronok hiperpolarizacioja fokozodik, ennek hatasara csdkken a talamusz €és az agykéreg
kozotti szinkronizacio és a kérgi sejtek ismételt aktivacidja. A felsorolt folyamatok egyiittesen
jarulnak hozzéd ahhoz, hogy csokkenést tapasztalunk az absence rohamok gyakorisdgaban és
1dobeli lefolyasaban is. Korabbi, HCN1 és HCN2 génkiiitott egerekben végzett tanulmanyok
nem figyeltek meg csokkenést az absence rohamok szamaban, s6t ugy talaltak, hogy a csatorna
mutacidja hajlamositja a vizsgalt transzgén egereket a generalizalt AE-ra (Ludwig és mtsai.,
2003, Chung és mtsai., 2009, Hammelmann és mtsai., 2019). Az ellentmondésos kisérleti
eredmények valdsziniileg a génkiiitott allattorzsek kérgi In hozzédjarulasanak és/vagy egyéb
kompenzacidés mechanizmusok kovetkezményei lehetnek.

In vitro elektrofiziologiai kisérleti eredményeink azt bizonyitjak, hogy az altalunk alkalmazott
genetikai csendesités szelektiv hatast gyakorol a talamokortikalis sejtek HCN2 csatornainak
funkcidjara, egyéb neurondlis mitkddést nem befolyasol.

Tovéabba, immunhisztologiai vizsgalataink eredményei alatamasztjak, hogy a HNC2 csatornat
csendesitd shRNS-t tartalmaz¢ viralis vektor kizardlag a VB talamusz sejtjeiben csokkentette a
HCN2 csatornak expresszidjat, az agykéregben nem, igy lehetdvé téve a csatornadefektus régio

specifikus vizsgalatat.
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Eredményeink megerdsitik azt a tudomanyos nézetet, amely szerint a talamokortikalis relé
neuronok Iy novekedése sulyosbitja az AE-as rohamokat és nem csupan egy rohamokkal

Osszefliggd kompenzacios mechanizmus (David, Carcak és mtsai, 2018)
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Osszefoglalas

Szenzoros bemenetek hianyaban az emlds agyra az allapotfiiggd spontan aktivitdsok széles
skalaja jellemzd. Ilyen spontan agyi allapotok és a koztiik 1évé atmenetek detektalhatdak mind
fiziologias (pl. alvas-ébrenlét ciklus), mind pedig patoldgias (pl. epilepszia) koriilmények
kozott. Az agykéreg allapotfiiggd aktivitasat az idegsejtek intrinszik tulajdonsagai, a talamo-
kortiko-talamikus haldzatbol érkezé projekciok dinamikaja és a neuromodulator rendszerek
egylittesen szabalyozzak.

Az agyi allapotokat a talamo-kortiko-talamikus halézaton kiviili mas agyi struktarak is jelentds
mértékben befolyasoljak. Ismert, hogy a LH jelentds szerepet tolt be az alvas-ébrenléti ciklus
szabalyzasaban, tovabba koordindlja az emociok és bizonyos célorientdlt magatartasok (evés,
ivas) szabalyzasat. Kevésbé ismertek azonban a LH ¢és a kiilonb6z6 neuromodulator-rendszerek
kozotti szinaptikus interakciok, illetve ezek agyi allapotokra gyakorolt hatdsai. Kisérleteinkben
virusos palyakovetés, optogenetika, in vitro és in vivo elektrofiziologiai modszerek
kombindciodjat alkalmazva vizsgaltuk a LH hatasat a szerotonerg rendszerre, amely fontos
Szerepet jatszik olyan (pato)fizioldgids folyamatok szabdlyzasdban, mint példaul az alvas-
¢brenlét ciklus, a hangulat, a jutalmazas és szenzoros informacio feldolgozas. In vitro
elektrofozioldgiai és immunhisztologiai vizsgalataink alapjan elmondhato, hogy a DRM 5-HT
neuronjai AMPA/KA medialt serkentd posztszinaptikus potencialokkal, GABAerg neuronjai
pedig GABAA medialt gatld posztszinaptikus potencialokkal reagalnak a ChR2-t expresszalod
LH teriiletérdl érkezé axonok lokalis fotostimulacidjara. In vivo elektrofizioldgiai
eredményeink bizonyitjak, hogy a DRM-ba vetitdé LH GABAerg projekciok GABAA receptor
medialt gatlason keresztiil a vizsgalt egerekben gyors ébredési allapotot idéznek eld LA-bol,
azonban ez PA esetén nem figyelhetd meg. Eredményeink tehat egy 0 €brenlétet modulald
gatl6 projekcidt azonositanak.

A HCN csatornak és az altaluk generalt In nélkiilozhetetlen a fiziologias talamikus oszcillaciok
kialakitasaban, azonban pontos szerepiik az AE-ra jellemzd tliske-hullam kisiilés generalasaban
még nem tisztazott. Kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy a HCN2 csatorna expresszidjanak
csendesitése a VB talamusz teriiltén képes-e gatolni az absence rohamokat. Vizsgalatainkat
megelézéen VT és STG egerek VB talamuszanak neuronjait fertéztiik HCN2 csatornat
csendesitd shRNS-t tartalmaz6 virussal. Kontroll csoportként a csatorna génjét nem csendesitd
virussal fertdzott allatokat alkalmaztuk. Eredményeink bizonyitjak, hogy a VB talamokortikalis

relé neuronok HCN?2 csatorndinak gatlasa csokkenti az absence rohamok gyakorisagat és idejét.
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In vitro whole-cell patch clamp elvezetések soran vizsgaltuk a fert6zott VB talamokortikalis
rel¢ neuronok elektrofiziologiai tulajdonségait. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az
altalunk alkalmazott HCN2 csatorna csendesitése szelektiv hatast gyakorolt az In fliggd
membran tulajdonsagokra, anélkiil, hogy befolyasolta volna a vizsgalt sejtek egyéb
tulajdonsagait. Kisérleteink végeztével immunhisztokémiai vizsgalatokkal aldtdmasztottuk,
hogy a csendesitd shRNS-el fert6zott talamokortikélis neuronok HCN2 expresszoja jelentdsen

kisebb volt, mint a kontroll virussal fertdzott idegsejtekben.

Summary

In the absence of sensory input the mammalian brain exhibits a wide array of structured brain
state dependent spontaneous activity as happens during relaxed wakefulness, sleep and
epilepsy. In cortical areas brain state dependent neuronal activity is determined by both intrinsic
and thalamo-cortico-thalamic network interactions fine tuned by neuromodulation.

In addition to the intrinsic properties of neurons in a given network contributing to its output
long-range synaptic inputs may also play a major role. The lateral hypothalamus is a brain area
involved in energy balance and control of arousal via influencing the thalamocortical circuit,
but whether and how it can impact the activity of neuromodulatory circuits and the downstream
consequences of this modulation have remained elusive. Using a combination of anterograde
viral tracing, optogenetics, in vitro and in vivo electrophysiology we investigated the effect of
LH on the serotonergic system, a major neuromodulatory hub implicated in many
(patho)physiological functions like the regulation of brain states, mood, reward and sensory
processing. Using a combination of local photostimulation of ChR2 expressing LH axons in the
DRN, patch clamp recordings and post hoc immunohistochemistry in the recorded neurons we
show that glutamatergic LH projections monosinaptically target identified 5-HT neurons via
AMPAJ/KA receptors. ldentified DRN GABAergic neurons, on the other hand, receive
monosynaptic GABAa mediated inhibitory inputs from the LH. Our in vivo results show that
LH GABAergic projections promote arousal from NREM but not REM sleep by selectively
inhibiting DRM GABAergic neurons via GABAAa receptors resulting in a prominent
disinhibition of DRM output neurons. Our results identify a novel long range inhibitory
projection implicated in the control of arousal.

HCN channel mediated In is one of the major intrinsic drivers of physiological thalamic
oscillations, but its role in generating spike and wave discharges of absence epilepsy has

remained elusive. We investigated whether and how shRNA mediated silencing of thalamic
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HCNZ2 channels affects absence seizures. Control and Stargazer mice were injected with either
HCNZ2-targeting or non-targeting shRNA, their thalamic I, dependent membrane properties
scrutinized and their EEG recorded. Our findings show that block of VB neuron HCN2 channels
prevents absence seizures in vivo. Using whole cell patch clamp recordings we examined the
electrophysiological properties of VB neurons in vitro and demonstrated, that our HCN2-
targeting ShRNA does selectively affect In dependent membrane properties of VB neurons while
leaving other physiological properties intact. Post hoc immunohistochemical reactions revealed
that VB neurons infected by HCN2-targeting sShRNA had a lower HCN expression compared

to non-targeting shRNA-infected neurons.
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