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Roviditésjegyzék

5-HT: 5-hidroxi-triptamin; szerotonin

AE: absence epilepszia

ChR2: Channelrhodopsin2

DPP: depolarizal6 posztszinaptikus potencial
DRM: dorzalis raphé mag

EEG: -elektroenkefalogram

GABA: gamma-amino-vajsav

HCN: hiperpolarizacié-aktivalt ciklikus nukleotid kapuzott
HPP: hiperpolarizal6 posztszinaptikus potencial
IPSP: inhibitorikus posztszinaptikus potencial
LA: lasst hullamu alvas

LH: lateralis hipotalamusz

PA: paradox alvas

STG: Stargazer

SWD: tiiske-hullam kisiilés (az angol spike and wave discharge elnevezésébdl szarmazo rovidités:

SWD)
TC: talamokortikalis
VB: ventrobazalis
Vgat: vezikularis GABA transzporter

VT: vad-tipusu



Bevezetés

Doktori disszertaciomban kettd kutatdsi témaval foglalkozom: mind fiziologias (alvas-ébrenlét
ciklus) mind pedig patologias (epilepszia) agyi allapotok cellularis és haldzati mechanizmusainak

feltarasaval.

Szenzoros bemenetek hidnyaban az emlds agyra az allapotfiiggd spontan aktivitasok széles skaldja
jellemzo. Ilyen spontan agyi allapotok €s a koztiik 1évé atmenetek detektalhatdak mind fiziologias
(pl. alvas-ébrenlét ciklus), mind pedig patologias (pl. epilepszia) koriilmények kozott. Az agykéreg
allapotfiiggé aktivitasat az idegsejtek intrinszik tulajdonsagai, a talamo-kortiko-talamikus

halézatbol érkezd projekciok dinamikaja és a neuromodulator rendszerek egyiittesen szabalyozzak.

Fiziologias agyi allapot: alvas-ébrenlét ciklus

Az agyi allapotokat a talamo-kortiko-talamikus halozaton kiviili mas agyi struktirak is jelentds
mértékben befolyadsoljak. Az agyi allapotok kozotti kiilonbség ébrenlét és alvas kozott a
legegyértelmiibb, azonban az allapotok kozotti atmenetek mechanizmusai nagyon Osszetettek,
kevésbé feltartak. Az agyi allapotok mechanisztikus feltarasanak f6 akadalya a résztvevo sejtes
elemek heterogenitasa, tovabba hogy egyre tobb, egymassal kdlcsonhatasban 1év6 agyi teriiletrdl
¢és azok neuromodulatoros rendszerérdl fedezik fel, hogy dinamikus interakciojuk szabdlyozza az
agyi allapotok valtozasat.

A szerotonerg rendszer egy evoluciosan konzervalt, komplex neuromoduldtor rendszer, amely
kozel az Osszes agyi régioba projektal. A szerotonin (5-hidroxi-triptamin, 5-HT) az agytorzsben
1év0 raphé magban elhelyezkedd szerotonerg neuronok axon termindlisaibol szabadul fel és szdmos
agyi funkciot befolyasol. Az alvéas-€ébrenlét szabalyzasdban betoltott szerepe mellett az S-HT részt
Vesz az egyes szenzoros, motoros ¢és kognitiv funkcidk finomhangolasaban, diszfunkcidja viszont
olyan koros allapotokkal hozhat6 9sszefiiggésbe, mint példaul schizofrénia, depresszio, autizmus,
szorongds. A dorzalis raph¢ mag (DRM) szerotonerg neuronok alvas-ébrenlét ciklus
szabalyzasaban betoltott szerepérdl ellentmondasos kisérleti eredmények sziilettek. Korai
tanulmanyok eredményi alapjan az 5-HT hipnogén hatdsu, azonban az elektrofizioldgiai
tanulmanyok leirtdk, hogy a vélhetéen szerotonerg neuronok aktivitdsa az ébrenlét alatt a
legmagasabb, a lassu hullamu alvas (LA) alatt csokken és paradox alvas (PA) alatt szinte teljesen
megsziinik. Erdekes modon, még az (ijabb kutatdsok eredményeiben is talalunk ellentmondésokat.

Az 5-HT neuronok optogenetikai stimulacioja egyes esetekben ébredést idézett el6 és csokkentette



az alvéssal to1tott idot, mig mas vizsgalatok szerint hipnogén hatast volt. A részben egymasnak
ellentmond6 eredmények oka a DRM heterogén sejttipusai, illetve az alkalmazott stimulacids
protokollok kozotti kiilonbségekben keresendd.

A lateralis hipotalamusz (LH) és DRM kozotti kdlesonos kapcesolat kozismert, azonban ennek
funkcionalis jelentésége még nem tisztazott. A LH nagy kiterjedésii, neurokémiailag heterogén
struktiira, amely tobb, j61 megkiilonboztethetd magbol épiil fel és szamos folyamat szabalyzasaban
vesz részt. JelentOs szerepet tolt be az alvas-ébrenléti ciklus szabalyzasaban, részt vesz az emociok
szabalyzasaban, a célorientalt magatartasokban, mint példaul evés, ivas, agresszid és bizonyos
kognitiv funkciok szabalyzasahoz is hozzajarul. A LH-on beliil két olyan neuropeptidet szintetizalo
sejtpopulacio is talalhaté, amelyeknek jelentdés szerepilk van az alvas-ébrenlét ciklus
szabalyzasaban. Az egyik ilyen populaciot az orexint termel6 idegsejtek alkotjak. Optogenetikai
modszerekkel torténd szelektiv aktivaciojuk alvo egerek spontan ébredését eredményezi, tovabba
genetikai csendesitésiik alvdszavart, narkolepszidt idéz el6. A LH-ban taldlhaté masik jelentds
sejtpopulaciot a melanin-koncentralé hormont (MCH) expresszalo sejtek alkotjak. Ellentétben az
orexinerg neuronokkal, az MCH neuronok optogenetikai stimulacidja az LA és a PA
kialakulasahoz vezet. Az orexint és MCH-t szintetizald neuronok mellett a LH-ban talalhato,
vezikularis gamma-amino-vajsav (GABA) tarszportert (Vgat) expresszalod idegsejtekrol (LHvgat) IS
bebizonyosodott, hogy fontos szabalyz6 funkcidt toltenek be az alvas-€brenlét ciklus soran. Az
LHvgat 1degsejtek specifikus ingerlése megnovelte az ébrenlét idotartamat, valamint ébredést
eredményezet LA-bol. Tovabba az LHvgat sejtek szelektiv csendesitése hipnogén hatast volt. Az
LHvgat sejtek nyulvanyainak locus coeruleus teriiletén torténé optogenetikai stimulacidja LA-bol
¢s PA-bol egyarant ¢bredést eredményezett. Az LHvgat idegsejtek funkcionalis kapcsolta egyéb

agytorzsi neuromodulator rendszerekkel nem ismert.

Patologias agyi allapot: epilepszia

Az absence epilepszia (AE) a leggyakoribb epilepszia tipus gyerekkorban, amely a generalizalt
epilepsziak csoportjaba sorolhatd. F¢ tiinetei a hirtelen fellépd és rovid ideig tartd tudatvesztés,
pillanatnyi cselekvésképtelenség, illetve az elektroenkefalogram (EEG) regisztratumon jelentkezd
2,5-4 Hz-es tiiske-hullam kisiilés (az angol spike and wave discharge elnevezésébdl szarmazo
rovidités: SWD). Az SWD-ok nyugodt ébrenlét és szendergés soran jelenek meg a talamo-kortiko-

talamikus halozat oszcillacioiban. Ujabban szamos kutatas foglalkozik a ritmikus folyamatokban



fontos szerepet jatszd ioncsatorndk diszfunkcidjaval, mint példaul a hiperpolarizacio-aktivalt
ciklikus nukleotid altal kapuzott (HCN) csatornakkal. A HCN csatornak szabalyozzak a nyugalmi
membranpotencialt és a membran ellenallast. A membran depolarizacidja altal pozitivan hatnak az
akcidés potencidl kialakulasara. Tovabba inhibitorikus posztszinaptikus potencialok (IPSP)
id6tartamanak befolyasolasa révén hatdssal vannak a sejtek neuronalis valaszaira és jelentds
szerepet toltenek be a ritmikus oszcillaciok kialakitasaban. Azaltal, hogy a HCN csatornak az idegi
halozat serkenthetdségét, a szinaptikus valaszokat és a halozati aktivitast befolyédsoljak, fontos
szerepet jatszanak szamos fizioldgids folyamatban, mint példaul tanulas és memoria. Megvaltozott
expressziojuk €s mukodésiik olyan patofizioldgias allapotokkal hozhatd Gsszefliggésbe, mint
példaul az epilepszids rohamok. Patologias miikodésben betoltott szerepiiket alatamasztja, hogy
temporalis lebeny epilepsziaval vagy AE-val diagnosztizalt betegek esetében HCN csatorna
mutacidkat, valamint megvaltozott HCN1 vagy HCN2 expressziot figyeltek meg. Kisérleti
eredmények utalnak arra, hogy mind a csatorndk tulszabalyozasa, mind pedig az alulszabalyozéasa
epilepszias rohamok megjelenésével hozhaté Osszefiiggésbe, de a talamikus HCN2 csatornak

iktogenezisben betoltdtt pontos szerepe még tisztazatlan.



Ceélkituzések

Egy komplex ¢és dinamikus kornyezethez vald allando alkalmazkodas soran az ¢€l6lények
magatartasa folyamatosan valtozik. A legfeltiinébb valtozds az alvas-ébrenlét atmenetkor
figyelhetd6 meg. Ennek az atmenetnek a preciz neurondlis kontrollja létfontossagi és ez a
neuromodulator rendszerek egyik fo feladata. Azonban a kiilonb6zd agyi allapotok kozotti
atmenetek preciz szabalyzéasa 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 tiztem ki:

» Feltarni a LH teriiletérél a kiilonb6z6 DRM célsejtekre érkez6 szinaptikus hatasok
mechanizmusait in vitro whole-cell patch clamp technika és optogenetika szimultan
alkalmazésaval.

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

» Intakt allatokban feltirni a DRM-ba projektalo LH GABAerg rostok specifikus

crcr

Figyelembe véve a HCN csatorndk sokoldalu cellularis €s szinaptikus hatdsat, a csatornak
mitkddése és a rohamok iktogenezise kdzotti ok-okozati sszefiiggés meghatdrozasa nem egyszerii
feladat. Munkank soran AE allatmodellekben vizsgaltuk meg, hogy a ventrobazalis (VB) talamusz
talamokortikalis (TC) sejtjeiben, farmakologiai és genetikai uton térténé HCN2 csatorna

csendesités milyen hatadssal van az epilepszias rohamokra.
Munkam soran célul tliztem ki:

» A HCN2 csatornak genetikai csendesitésének sejtszinti hatdsanak feltarasat a VB
talamuszban talalhato TC neuronokban in vitro elektrofiziologiat alkalmazva, Stargazer
(STG) egértorzsben.

» Az altalunk hasznalt genetikai HCN2 csatorna csendesités immunhisztokémiai modszerrel

torténd validalasat.



Anyagok és modszerek

Fertozés: Vad tipusu (VT), GAD67-GFP és Vgat-ires-Cre egerek LH-at (AP: -0,94 mm; ML.:
+1.00 mm; DV: -5,2 mm és -5,4 mm), valamit STG és VT egerek VB talamuszat (AP: -1,8mm;
ML: £1,5;mm DV:-3.0 mm) Channelrhodopsint2-t expresszalo (LH) vagy HCN2 csatornat
csendesité shRNS-t (VB talamusz) tartalmazo, valamint kontroll virasil vektorral fertéztiik.

In vitro elektrofiziolégia: A fertdzést kovetden a DRM és VB talamusz relé neuronokbol whole-

cell patch clamp elvezetéseket végeztiink. A DRM neuronok regisztralasa soran a LH-bol érkezo
axonokat fotostimulaltuk (475 nm; 0,5-0,8 mW; 5 darab 10 ms-o0s, 20 Hzes fényfelvillanas).

In vivo elektrofiziologia és juxtacellularis jelolés: Annak érdekében, hogy a DRM neuronok

aktivitasat intakt allatban is megvizsgaljuk, altatott és ¢éber fejrogzitett egerekbdl egysejt
elvezetéseket végeztiink. Az altatott mérések soran elvezetett sejtek jelolése 2-10 percig tarto 0,5-
4 nA 500 ms aram impulzosok segitségével tortént. A fotostimulacié 5 darab 10 ms-os, 20 Hz-es
fény pulzust tartalmazott.

EEG regisztralas és miitéti eljaras: A STG egerek absence rohamainak detektalasa, valamint a

Vgat-ires-Cre allatok alvas-ébrenlét ciklusanak monitorozasanak érdekében a fertézést kovetden
EEG vizsgalatokat végeztiink. A Vgat-ires-Cre egerek esetében, az EEG jelek regisztralasa alatt a
DRM teriiletére érkez6 LHvgat axonok fotostimulaltuk (5 ms 5 vagy 20 Hz-es fényimpulzusok).

Immunhisztokémia: In vitro és in vivo méréseinket kovetéen a Biocytinnel feltoltott DRM

sejteket Cy3- vagy Alexa488- konjugalt Streptavidin asegitségével tettiik lathatova. Az in vitro
elvezetett sejtek neurokémiai identitasat szerotonin vagy GABA immunfestéssel hataroztuk meg.
A HCN2 csatornak expressziojanak vizsgalata érdekében HCN2 immunfestést alkalmaztunk.

Adatértékelés: Az in vitro eredményeket FitMaster, OriginPro 8.5 és IgorPro 8 programokkal

analizaltuk. Az in vivo kisérletekb6l nyert adatokat Spike2 program segitségével analizaltuk.

Statisztikai analizis: Két csoport nem normal eloszlast adatainak vizsgalatdhoz Wilcoxon tesztet

(paros minta), valamint Mann-Whitney U-tesztet (fiiggetlen minta) hasznaltunk. Nem normal
eloszlasu, tobb mint két paraméter esetében, harom-utas ANOVA tesztet alkalmaztunk. A

crer

Az eredményeket <0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.



Eredmények és megvitatasuk

LH-DRM projekcid funkcionalis kapcsolatanak vizsgalata

e VT és GAD67-GFP egerek LH fert6zését kovetden DRM neuronokbdl in vitro whole-cell
patch clamp elvezetéseket végeztiink a lokalis agytorzsi ChR2 expresszalo LH axonok
DRM neuronon hiperpolarizald posztszinaptikus potencialokat (HPP) és 10 (20%) DRN
neuronon depolarizalé posztszinaptikus potencialokat (DPP) valtott ki. Az elvezett sejtek
66%-an (n=34) nem detektaltunk posztszinaptikus potencialokat.

e Az AMPA/kainat receptor blokkold, NBQX alkalmazas minden esetben blokkolta a
fénystimulus kivaltotta DPP-okat. Kisérleteinkben az NBQX alkalmazasa nem tiintette ¢l a
HPP-okat, azonban a GABAA receptor blokkolo (gabazin) szeletekre mosasaval minden
alkalommal blokkolni tudtuk a fénystimulus kivaltotta HPP-okat. A GABAAa receport
medialt IPSP-ok TTX és 4-AP ramosasat kovetden is jol detektalhatoak voltak.

e A LH fotostimulaciéra EPSP-okkal valaszolé 6t altalunk immunhisztokémidval vizsgalt
sejt 5-HT-immunreaktiv. Az 0sszes olyan sejt, amely a fotostimulaciora IPSP-al valaszolt
GABAerg neuron (GABA immunhisztokémia n=5; GAD67-GFP egérbdl elvezetés n=2).

e A LH fert6zést kovetden extracellularis egysejt elvezetést végeztiink altatott egerek DRM
neuronjaib6l, mialatt az LH ChR2-t expresszalo GABAerg axonjait lokalisan
fotostimulaltuk. Méréseink sordn a DRM teriiletére vetitd LHvgat axonok lokalis
fotostimulacidja gyors aktivitas csokkenést eredményezett a vizsgalt DRM neuronok
spontan aktivitdsdban. Az elvezetések soran 8 DRM neuront jeldltiink juxtacellularis
technikaval, amelyek a DRM-on beliili elhelyezkedésiik, morfoldgidjuk és spontan tiizelési
ratajuk >6 Hz alapjan vélhetden GABAerg interneuronok.

o Eber, fejrogzitett allatokbol valo elvezetéseink soran a regisztralt DRM sejtek 17 %-nal
(2/12) fotostimulaciot kovetd aktivitas csOkkenést, mig 83%--nal (10/12) emelkedett
aktivitast tapasztaltunk. Az aktivitdsvaltozas latenciaja viszonylag lassu (~200 ms), de
koriilbeliil 1 mp-ig emelkedett maradt.

e A alvas-ébrenlét ciklus szakaszait EEG és elektromiogram szimultan regisztralasaval

kiilonitettiik el. A LHvgat axonok fotostimulacidja a DRM tertiletén gyors (<7 mp) ébredést



idézett el6 LA allapotbol, azonban a PA fazisban tortént fotostimulacid nem vezetett

allapotvaltozashoz.

In vitro elektrofiziloégia eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a LH-bol érkezé ChR2-t
expresszalo axonok lokalis fotostimulacidja bizonyos DRM neuronokban AMPA -/kainat receptor
medialt excitatorikus, mig mas sejtekben GABAA receptor medialt inhibitorikus posztszinaptikus
potencialokat valtott ki és a posztszinaptikus potencialok polaritasa jol korrelal a DRM neuronok
neurokémiai identitasaval. Farmakologiai vizsgalataink eredményei monoszinaptikus serkentd és
gatlo  kapcsolatokat bizonyitanak. In vivo elektrofiziologia eredményeink alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy az LH—DRN projekciok hatasa szamottevé, ugyanis a LH
fotostimulacidja mind altatott, mind pedig éber allatok DRM neuronjainak spontan elektromos
aktivitasat nagymértékben képes befolyasolni. Kisérleteink soran bizonyitottuk, hogy in vitro
elvezetéseink soran az altalunk vizsgalt Osszes olyan sejt, amely a LH-bdl érkez6 axonok
fotostimulalasara IPSP-al valaszolt GABAerg interneuron és a DRM GABA neuronok jelentds
részénél az LH axondlis fotostimulacioja IPSP-t valtott ki. Mindemellett altatott allatokbol
szarmazo méréseink soran a GABAerg LH axonok lokalis fotostimulacidja gyors aktivitas
csoOkkenést eredményezett feltételezett DRM GABAerg neuronokban. A DRM teriiletére vetitd
LHvgat projekciok funkcionalis vizsgalata soran kimutattuk, hogy lokalis optogenetikai
aktivaciojuk ébredést idéz el6 LA-bol, azonban PA-bol nem. Eredményeink alatimasztjak és
kiegészitik korabbi tanulmanyok megfigyelésit, miszerint az LHvgat neuronok jelentés mértékben

szabalyozzék az alvasbol ébrenléti allapotba vald atmenetet.

Osszességében elmondhat6, hogy eredményeink egy 0j ébrenlétet moduldld gatlé projekciot

azonositanak.



A HCN2 csatornak és az absence rohamok kozotti kapcsolat

Szabadon mozg6 STG egerek EEG aktivitasanak vizsgalata soran a fert6zést koveto 28. és
32. napon szignifikans csokkenést figyeltiink meg a rohamok teljes idejében és az egyedi
rohamok hosszdban a HCN2 csendesitést kovetden. A HCN2 csatorndk genetikai
csendesitése a rohamok gyakorisdgaban is csokkenést eredményezett, azonban ez nem volt
szignifikans.

Az altalunk alkalmazott shRNS cellularis, funkciondlis hatasanak vizsgalata soran
megfigyeltiik, hogy a HCN2 csatorna gént csendesitd shRNS-sel fertézott TC neuronok
nyugalmi membranpotencialja a kontroll neuronokénal hiperpolarizaltabb volt. Tovabba a
hiperpolarizalé aramlépcsé hatasara megfigyelheté6 HCN2 csatorna medialt depolarizacio
szinte teljes mértékben megsziint a HCN2 csatorna csendesitett sejtekben, mig a kontroll
virussal fert6zott sejtek esetén megfigyelhetd volt. Az elvezetett sejtek bemend ellenallasa
hasonl6 volt a két csoport esetében. Azonban a kezdeti €s a végpontban mért bemend
ellenallas aranya szignifikdnsan nagyobb volt a HCN2 csatorna gén csendesitett TC
neuronokban, mint a HCN2 csatornat tovabbra is kifejez6 relé neuronokban. A HCN2
csatorndk genetikai csendesitése nem volt hatassal a TC sejtek akcids potencidljainak
tulajdonsagaira.

A HCN2 immunfestés sejtenkénti intenzitdsat korreldltatva a GFP jel sejtenkénti
intenzitasaval, megallapitottuk, hogy a csendesité shRNS-el fert6zott metszetek esetében
negativ korrelacio figyelhetd meg a két jel intenzitdsa kozott. Tovabba a GFP pozitiv,
ShRNS-sel fert6z6tt TC neuronok anti-HCN2 immunreakciodja jelentsen kisebb volt, mint

a konroll shRNS-el fertdzott TC sejtek esetén. A kérgi HCN2 expresszio erdteljes maradt.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a TC neuronok HCN2 csatornai jelentds mértékben

befolyasoljak az absence roham alatt megfigyelhetd6 SWD-0k megjelenését és hosszat. In vitro

elektrofiziologiai kisérleti eredményeink azt bizonyitjak, hogy az altalunk alkalmazott genetikai

csendesités szelektiv hatast gyakorol a TC sejtek HCN2 csatorndinak funkciojara, egyéb neuronalis

miikodést nem befolyasol. Tovabba, immunhisztokémia vizsgalataink eredményei aldtdmasztjak,

hogy a HNC2 csatornat csendesitdé shRNS-t tartalmazo viralis vektor kizardlag a VB talamusz

sejtjeiben csokkentette a HCN2 csatornak expresszidjat, igy lehetdvé téve a csatornadefektus régio

specifikus vizsgalatat.
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