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2 ROVIDITESJEGYZEK

5-HT - szerotonin

Ach - acetilkolin

Chr - channelrhodpszin

EEG - elektroenkefalogram

EPSP - excitatérikus posztszinaptikus potencial

GABA - gamma-amino-vajsav

His - hisztamin

IPSP - inhibitérikus posztszinaptikus potencial

NA - noradrenalin

MUA- soksejt (multiunit) aktivitas

nRT - nucleus reticularis thalami

PV — parvalbumin

PV-Chr- parvalbumin-channelrhodopszin

REM - rapid eye movement, dlomlatasos, vagy paradox alvas
TC - talamokortikalis

VGAT - vezikularis-GABA-transzporter

VGAT-Chr - vezikularis-GABA-transzporter-channelrhodopszin
VPM - ventralis poszteromedialis talamikus mag

YFP - sarga fluoreszcens fehérje



3 BEVEZETES

Az alvasi orsok a lassu hulldmu alvas 2. stadiumaban jelentkezd, 1-3 masodperc
hosszu, 7-14 Hz frekvencidju kisiiléscsomagok. Az alvési orsok keletkezésérdl tobb elmélet
sziiletett. Talamikus eredetiikre utal, hogy dekortikacio utan a talamikus orsok tovabbra is jelen
vannak (Contreras ¢és mtsai., 1996). Steriade a nucleus reticularis thalami (nRT) orsogenerator
szerepét feltételezte, mivel annak egyoldali kiirtasa az orsok eltlinéséhez vezet a talamokortikalis
(TC) sejtekben és az ipszilateralis kéregben egyarant (Steriade és mtsai., 1985), ezenfeliil az
afferenseit6l megfosztott nRT képes spontan orsd oszcillaciot generalni (Steriade és mtsai.,
1987). A jelenleg altalanosan elfogadott elmélet szerint az alvasi orsok a talamikus serkentd
relésejtek, illetve az nRT GABAerg neuronjainak reciprok interakciojaként alakulnak ki

(Steriade és Deschenes 1984a, von Krosigk és mtsai., 1993).

4 ATALAMUSZ ANATOMIAJA

Az eml6s talamusz a diencephalon részét képezi, egy dorzalis €s egy ventralis egységbdl
allo struktura, ami az epitalamusz és a hypotalamusz kozott helyezkedik el. A perifériardl érkezo
szenzoros €s motoros informaciot (a szaglas kivételével) feldolgozza, majd a mar megsziirt
informaciot az agykéreg felé tovabbitja. Fontos szerepet tolt be tobbek kozott a tudatossag, a

figyelem és az alvas-ébrenléti allapotok szabalyozasaban.

4.1 Talamikus magvak felosztasa

A talamuszt tobb, jol koriilhatarolhatd mag alkotja. Felosztasuk korabbi nézetek alapjan
els6sorban a bemeneteik alapjan tortént, amik szenzoros, motoros €s asszociacios tipustiak

lehetnek. Ezek alapjan az egyes magok egy bizonyos funkcio tovabbitasaért felelések. A



szenzoros bemenetek alapjan megkiilonbdztetiink auditérikus, vizualis, szomatoszenzoroS
magokat attol fiiggéen, hogy azok milyen informacio relézéséért, illetve milyen funkcidért
felelosek. A belsd fiilbol érkezd informacié a medialis genikularis magon (MGN) keresztiil
athaladva jut a hallokérgi teriiletekre. A latasi informaciok elsddleges feldolgozasa a lateralis
genkularis magban, az LGN-ben torténik, ahonnan a megsziirt informaciok a vizualis kéregbe
tovabbitodnak. A szomatoszenzoros érzékelésért a ventralis komplex felelds, ide tartozik a
ventralis poszteriomedialis mag (VPM) is, ami a primer szomatoszenzoros kéreggel all
topografikus kapcsolatban.

Ezek mellett Shermann és mtsai. olyan talamikus magok 1étezését is leirta, melyek nem
a klasszikus felosztast kovetik. Eszerint két féle magtipus kiilonboztethetd meg: a korabbi
felfogasnak megfeleld6 magok, melyek funkcidja a perifériardl érkezd bemenetek egyszeres
megsziirése és azok tovabbitdsa az agykéreg felé, illetve azok a magok, melyek egy mar
megsziirt informacié tovabbi feldolgozasat végzik, igy egy tobbszorosen feldolgozott
informaciot juttatnak a kéregbe. FEldbbieket elsddleges, vagy primer, mig utdbbiakat

magasabbrendii talamikus magvaknak nevezték (Sherman és Guillery 1996).

4.2 Primer és magasabbrendi magok

A primer és magasabbrendli magvakat eltérd kapcsolatrendszer jellemzi. Minden
talamikus maghoz két tipusu bemenet ¢érkezik, ezek az elddleges (driver), valamint a
modulatoros bemenetek. A driver bemenet meghatarozza az adott sejtek tiizelési mintazat, mig a
modulatoros bemenet azok hatékonysagat képes szabalyozni. A driver és modulatoros
bemeneteik alapjan lehet megkiilonbdztetni a primer és a magasabbrendli magvakat. A primer
magok driver bemenetiiket a perifériarol kapjak, ezt az informaciot relézik, és kiildik a kéregbe,
mig modulatoros bemenetiikk a kéreg VI. rétegi neuronjaitol érkezik. Ezzel szemben a
magasabbrendii magvak mindkét tipusu afferense az agykéreg feldl érkezik. Driver bemenetiiket
az V. rétegi, mig modulatoros bemenetiiket a VI. rétegi neuronoktdl kapjak. Ezek alapjan az
elsérendii magok egy jelfeldolgozo és jeltovabbitd funkcioval birnak, a magasabbrendli magok
pedig komplexebb feladatot latnak el, azok az érzékelésben, figyelmi, illetve

mamoriafolyamatokban jatszanak fontos szerepet (Sherman és Guillery 1996).



4.3 Talamikus afferens és efferens kapcsolatok

A talamusz széleskorii kapcsolatrendszerrel bir. Afferenseit klasszikus értelemben az
érzékszervek feldl érkezé rostok alkotjadk, am ezek mellett kérgi, szubkortikalis, felszalld
modulator hatasu, valamint gatlé bemeneteket is kap.

A kérgi afferensek azoktol a kérgi teriiletektdl érkeznek, ahova az adott mag is vetit,
igy egy topografikus kapcsolatot alakitanak ki egymassal. Ahogy az elézdekben is emlitettiik,
kérgi afferensek foként a VI. rétegi neuronoktol érkeznek, vagyis azok modulatoros bemenetek.
Ez a kérgi kapcsolat minden talamikus magra egyarant jellemz6. Emellett 1étezik egy V. rétegi
afferens bemenet is, ami kizaloélag a magasabbrendli magvakhoz érkezik, funkcidjat tekintve
driver bemenetek (Sherman és Guillery 1996).

A szubkortikalis teriiletek feldl érkezo felszalld6 modulator hatasu palyak koézé a locus
coeruleus (LC) feldl érkez6 noradrenerg (NA-erg), a dorzalis raphe hisztaminerg (5-HT-erg), az
agytorzsi kolinerg (Ach-erg) ¢és a hipotalamuszbol érkez6 hisztaminerg (His-erg) kapcsolatok
tartoznak. Ezek a sejtek tiizelési mintazatanak, valamint az alvéas-ébrenléti szintek szabalyozasat
végzik (Varela és Sherman 2007, Varela és Sherman 2009).

A talamuszon beliili gatlasért elsésorban az nRT feldl érkez6 GABA-erg hatasok
feleldsek. Ez minden talamikus magot elér, és csaktgy, mint a korikotalamikus axonok esetében,
az nRT és a beidegzett talamikus mag kozott is egy topografikus kapcsolat all fenn. A retikularis
gatlas mellett 1étezik egy a talamuszon kiviili, Un. extraretikularis gatlo bemenet. Ezek a zona
incertabol, az anterior pretectumbol (Bartho és mtsai., 2002, Bokor és mtsai., 2005), a substancia
nigra pars reticulatabol és a globus pallidusbol erednek (Kultas-Ilinsky és mtsai., 1983, Kuroda
¢és Price 1991).

Az efferens kapcsolatok kozé els6sorban az agykéreg tartozik, azon beliil is foleg a IV.,
¢s a VL. rétegi neuronok. Ezen feliil egy diffuz projekcio is 1étezik, ami a supragranularis réteget

célozza (Jones 1998, Jones 2001).

4.4 A talamusz sejttipusai

Két fo sejttipus kiilonithetd el a talamuszban, a serkentd relésejtek, vagyis a

talamokortikalis (TC) neuronok, illetve a gatlo, GABAerg neuronok. A TC sejtek transzmittere a
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glutamat. Axonjaikat a retikularis magon athaladva, azok neuronjaival kollateralis kapcsolatokat
kialakitva kiildik a megfelelé agykérgi teriiletek felé. A talamusz gatlo sejtjei foként az nRT-ban
lokalizalodnak (Steriade és Deschenes 1984b). Ezek mellett a ragcsalok talamuszaban elenyész6
szamu interneuron is taldlhatd, ami az Osszes sejt ~1%-at teszi ki. Féemldsokben ez a szdm

magasabb, ott 20%-ra becsiilik aranyukat (Cox és mtsai., 1998).

4.5 Retikularis mag

A talamuszon beliili gatlasért felelds mag (ahogy a fentebb emlitettek alapjan is
kideriil) az nRT. Ez a dorzélis talamuszt héj szerlien koriil 6leld struktura az, amin a
kortikotalamikus és talamokortikalis rostok egyarant athaladnak, igy 1étrehozva a mag retikulalt
megjelenését. Az nRT neuronok dendritjei gap junction kapcsolatokat alakitanak ki egymassal
(Landisman és mtsai., 2002), mig axonjaik GABAerg bemeneteket kiildenek az dsszes talamikus
mag felé. Az nRT kiilonb6z6 szektorokra tagolhatd attdl fliggden, milyen funkcioért felelds
maggal all kézvetlen kapcsolatban. Ez alapjan 7 szektort kiilonboztetiink meg: a szenzoros
szektorokat, amikbe a szomatoszenzoros, vizudlis, auditorikus, visceralis és gustatorikus
szektorok tartoznak, a motoros, valamint a limbikus szektorokat. Ezek elkiiloniilése nem

tokéletes, rendszerint atfednek egymassal (Jones, 1985).

4.6 Talamokortikalis kor

A talamokortikalis kort a kortikotalamikus, a talamokortikalis és az nRT
axonkollateralisai alkotjak. A talamuszbdl a kéregbe vetité talamokortikalis, valamint a kéreg VI.
rétegi sejtjei feldl jovo kortikotalamikus rostok egyarant athaladnak az nRT-n, mikdzben
kollateralisaik serkent6 kapcsolatba Iépnek annak neuronjaival (Pinault és mtsai., 1995). Az nRT
emellett topografikus, reciprok kapcsolatot alakit ki azzal a maggal, ahonnan serkentd
bemenetiiket is kapjak. Ennek a hdrom komponensnek a kapcsolatrendszere alkotja a
talamokortikalis kort, amik a talamokortikalis oszcillaciok, koztiik az alvasi orsok alapjat

képezik (1. abra) (Bonjean és mtsai., 2011).



1. abra: Talamokortikalis kor

A talamokortikalis (TC) sejtek serkento bemenetet kiildenek a
kéregbe, mikozben kollateralisaik az nRT-t is innervaljak. A kéregbol
érkezo kortikotalamikus (CT) rostok szintén serkentd hatasuak, a TC
sejteket az nRT-n dthalaladva, azok neuronjaival is kapcsolatot
létesitva érik el. Az nRT, mivel GABA-erg sejtek alkotjak, gatolja a
TC neuronokat (Steriade és Timofeev 2003).

5 ATALAMIKUS SEJTEK FIZIOLOGIAJA

5.1 Talamikus sejtek tiizelési mintazata

Mind a TC, mind az nRT sejtjeit dudlis tlizelési mintazat jellemzi. Depolarizalt
membranpotencialon (~-60 mV felett) egyedi aciés potencialokbol allo, Gigynevezett tonikus
tiizelés, mig hiperpolarizaltabb membranpotencidlon rovid, 200-300 Hz frekvencidju
kistiléssorozatokat (burst) produkalnak (2. abra) (Hirsch és mtsai., 1983). A tonikus tiizelés az
informaci6 hii tovabbitasat teszi lehetdvé, mig a burst lizemmod az informacid megsziiréséért,
majd az igy kialakult forma tovabbitasaért felelés (Astori és mtsai., 2013). A burst aktivitas
alapja egy alacsony membranpotencialrdl aktivalodo Ca?*-4ram, a T-dram (Jahnsen és Llinas
1984a, Jahnsen és Llinas 1984b). Ez az aram magasabb membranpotencialon inaktiv,
deinaktivaciojahoz 50-100 ms hiperpolarizacié sziikséges. Aktivalodva egy alacsony kiiszobli
ca® potencialt (low threshold spike, LTS) hoz létre, melyen nagy frekvencias (200-300 Hz)
Na'-, és K'-fiiggé akcidspotencial sorozatok iilnek. Lassu hullamu alvas, illetve altatis alatt a
burst lizemmod jellemz6 a talamikus sejtekre, ébrenlét, illetve REM alvas alatt viszont foleg

tonikusan tiizelnek (Steriade és Deschenes 1984a). A sejtek tiizelési mintazatat azok nyugalmi
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membranpotencial értéke szabja meg (Jahnsen és Llinas 1984a, Jahnsen és Llinas 1984b). Ez
utobbit modulator hatasti anyagok szabalyozzak, a haldzat aktualis allapota alapjan. Ilyen
modulatorok a NA, His, 5-HT, glutamat és az Ach lehetnek, melyek koncentracidja az alvasi
ciklusnak megfelelden valtakozast mutat. Novelve a koncentracidjukat a “leaky” K*-aram zarasa
révén depolarizaciot idéznek eld, ami burst modbol a tonikus tiizelési modba allithatja a sejtet,
mig ha alacsony koncentracioban vannak jelen, burst tiizelést valthatnak ki (Lu és mtsai., 2006,

McCormick és Wang 1991).

burst tiizelés tonikus tizelés

1L

2. abra: Talamikus sejtek tiizelési mintdazata
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A TC és nRT neuronokat két féle tiizelési mintazat jellemzi: az alacsonyabb membranpotencialrol

aktivalodo burst aktivitas, valamint a magasabb membranpotencidlon kialakulo tonikus tiizelés

(McCormick és Wang 1991).

6 TALAMOKORTIKALIS OSZCILLACIOK

Az EEG aktivitas alapjan detektalni lehet az egyes alvas-ébrenléti szinteken jellemzd
aktivitasokat, amiket az ébrenlét, feliiletes alvas, illetve mély alvas kategoriakba sorolhatunk.
Ebrenlétre a kis amplitudoju, magas frekvencias jelek jellemzéek, melyeket az a, B, és y
oszcillaciok alkotnak, az aktivitasi szintnek megfeleléen. Az a oszcillacio 8-12 Hz frekvenciaja
aktivitas, altalanosan csukott szemii allapotban jelentkezik. A B (12-20 Hz), és y (30-70 Hz)
ferkvenciatartomanyon beliili jelek magasabb éberségi szintekre jellemzéek. Alvads soran a
feliiletest6l a mély alvas felé haladva az orso aktivitas (7-14 Hz), a theta (5-9 Hz), valamint a

delta (1-4 Hz) hullamok megjelenése figyelhetd meg.



6.1 Alvasi orsok genezise

Az alvasi orsok kialakuldsanak a mar emlitett burst lizemmodd az alapja. Az nRT feldl
érkez6 néhany ms-ig tartd gatlas kovetkeztében a TC neuronokban egy un. visszacsapd
kisiiléssorozat, vagyis burst alakul ki. Ekozben a TC sejtek serkentd bemenetet kiildenek az nRT
fel¢, aminek szintén egy burst aktivitas lesz az eredménye. Az igy kialakuld ping-pong szer(i
kapcsolat az, ami az ors6 oszcillaciot kialakitja (3. abra) (von Krosigk és mtsai., 1993).

A talamikus serkent6 és gatlosejtekre egyarant jellemz6 a T-aram megléte, ami az orsod
genezisnek egy fontos komponense. A T-aram fesziiltség fliggése eltéré ezekben a sejtekben. A
TC neuronok hiperpolarizalt, -65 mV nyugalmi membranpotencidl étéken burst modban
oszcillalnak, mig az nRT-ban [évé sejtek potencial fiiggése pozitivabb (>-65mV)
membranpotencidl érték felé tolodik. A két sejttipusnak masik kiilonbozdésége, hogy amig a TC
sejtekben 1év0 T-aram aktivaldsdhoz egy hiperpolarizalt membranpotencialrol aktivalodo vegyes
kation aram, vagyis a H-4ram sziikséges, addig az nRT neuronokban azt egy serkentd bemenet is
aktivalni tudja. Egy-egy ciklus terminédcidja a T-dram inaktivacidjaval, illetve a membran

repolarizacidjaval valdésul meg, ami egy Ujabb
A ciklus kezdetének adhat alapot (Bal és McCormick
1993, McCormick és Pape 1990).

IPSP C.a_2-+

3.abra: Orso oszcillacio kialakuldsa
Intracellularis elvezetés a TC (A), illetve az nRT-ban (B)
kilakulo burst tiizelésrél. C) A TC sejtek (extracellularis

elvezetés) serkenté bementet kiildenek az nRT felé,

aminek neuronjaiban az igy kialakulo EPSP-k hatdsara
IC (ferde nyil) szintén létrejon egy burst kistilés
(intracellularis elvezetés). Burst kozben az nRT legdtolja
a TC neuronokat, amiben igy egy rebound burst alakul

ki. Ez a ping-pong szerii folyamat az, ami az alvasi

orsékat kialakitia (von Krosigk és mtsai., 1993).
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Ezek alapjan megérthetd, hogy a TC ¢és az nRT neuronok ritmikus interakcioja
miképpen alakitja ki az alvasi orsokat. Az nRT Osszekottetései révén gatld posztszinaptikus
potencialok kialakuldsat indukélja a TC neuronokban, 7-14 Hz frekvencidval gatolja azokat.
Elegend6é mértékli hiperpolarizacido meginditja a H-aramot, igy a sejt depolarizalodik, eléri a T-
tipusu Ca**-csatornak kiiszob potencialjat, ami a TC neuronokban visszacsapd kisiiléssorozatot
(burst) eredményez. A TC sejtek szinkron burstje szintén burst tiizelést indukal az nRT
neuronokban. Ez tébb tiz milliszekundumra legatolja a TC sejteket, melynek végén azok egy
visszacsapo (rebound) burstot tiizelnek, igy Gjrainditva a ciklust (von Krosigk és mtsai., 1993). A
TC sejtek agykérgi vetitése révén az igy keletkezett ritmus klasszikus orsoként jelenik meg az
agykéregben, illetve az EEG-n.

Ezeket, és mas oszcillaciokat tobbnyire tranziens eléfordulas jellemez, melyek fontos
részét képezik a kiilvilagbol érkezd informacid feldolgozasdnak. Habar sok tulajdonsag ismert az
oszcillaciok kdzbeni mechanizmusokrol, arrdl, hogy mi szabalyozza ezek megjelenését, hosszat,

illetve mi az, ami megszakitja a folyamatot, ezidaig keveset tudunk.

6.2 Alvasi orsok szerepe

Az alvasi orsok pontos funkcidja mindeddig nem tisztazott. Az altalanos megjelenéstdl
valo elétérések alapjan lehet kovetkeztetéseket tenni, milyen folyamatokban jatszhatnak
meghatarozott szerepet. Tanuldsi feladatokat kovetd éjszaka az orsok hossza és denzitisa is
megnovekszik, emiatt feltételezhetéen jelentdés funkcidjuk lehet a memoriakonszolidacios
folyamatokban (Morin ¢és mtsai., 2008). Szamuk szorosan korrelal emellett az altalanos
intelligenciaval, valamint Osszefiiggésben lehet a problémamegoldd képességgel is (Bodizs és
mtsai., 2005). Megjelenési formajuk a kor elérehaladtaval folyamatosan valtozik, a gyerekek
ors6i hosszabbak, mig idésebb emebereknél szamuk fokozatos csokkenést mutat (Fogel és Smith
2011, Nicolas és mtsai., 2001). Az orsok normalistol eltérd eléfordulasa kiilonbozo patologias
allapotokra is jellemzd. Skizofrén betegeknél az orsok rovidiilnek, és gyakorisaguk is csokken.
Ezzel szemben a gyerekkori mentélis retardaciora az atlagosnal jelentdsen hosszabb orsok

jellemzoek (Ferrarelli és mtsai., 2007, Gibbs és Gibbs 1962).
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6.3 Alvasi orsok terminacidja

Az alvasi orsok kezdetének illetve terminaciojanak pontos mechanizmusa, habar
léteznek elképzelések, eziddig nem ismert. Egyes elméletek szerint az orsé oszcillacié a TC,
vagy az nRT neuronok intrinsic tulajdonsagai miatt szakad félbe. A TC sejtek depolarizacioja,
illetve a nRT neuronokban a burst utan kialakuld elnytjtott utéhiperpolarizacio elegendé lehetne
ahhoz, hogy megakadalyozza egy ujabb burst ciklus 1étrejottét, ami az orsok terminaciojahoz
vezet (Bal és McCormick 1996, Kim és McCormick 1998, Luthi és mtsai., 1998). Egy masik
lehetséges mechanizmusnak a talamokortikdlis rendszer deszinkronizalddasat tartjdk. Ez azt
feltételezi, hogy a kérgi bemenet az, ami a TC és nRT neuronok egymashoz képesti tiizelését,
vagyis az oszcillacid pontossdgat fenntartja, igy a kérgi szinkronizdlds hidnya az orsok
végzbdéséhez vezet (Bonjean és mtsai., 2011).

Barth6 és mtsai. reciprok kapcsolatban allé populaciok aktivitadsat vizsgalta az orso
oszcillacié folyaman. Az nRT neuronok esetében eredményeik azt mutatjak, hogy rovid (6 ciklus
hosszll) orsok alatt az egyes ciklusonkban megfigyelt akciospotencidlok szama az orsé elején
magas €rtékrdl indul, majd fokozatos csokkenést mutat. Ugyanakkor hossza (14 ciklus hosszu)
orsok kezdetén ez az érték alacsonyabb, az orsé eldrehaladtdval novekszik, majd az utolséd
ciklusokban a kezdeti érték ala esik. Efféle valtozas a TC neuronok tiizelésében nem talalhato,
azok ciklusonkénti akcidspotencialjanak értéke mind révid, mind hosszl orsdk alatt fokozatos
novekedést mutat (4. abra). Mindebbdl az kdvetkezik, hogy az nRT neuronok aktivitasa az, ami
az orsOk hosszatol fliggetleniil az utols6 ciklusokra lecsokken. Ezen eredmények alapjan az
orsok terminacidja az nRT neuronok hiperpolarizacidja végett valosul meg. Azok gatld hatésa
lecsokken, igy nem teszik lehetévé egy ujabb burst ciklus kialakuldsat a TC neuronokban, vagyis

az oszcillacio véget ér (Bartho 2014).

6.4 Alvasi orsok hossza

Ahhoz, hogy ezeknek az oszcillacioknak a lefolyasat megérthessiik, az ezeket 1étre

hozd, egymassal kapcsolatban 1év6 populaciok vizsgalata elengedhetetlen.

12



2 =
n
2 3.5
Q9
Rosl
4
Q
& 2t
Q
fom]
£15
o
\g 1
'8 e
e Gl
05 1 ! 1 Il 1 1 ! 1 ! 1 I 1 | 1 ! Il

! 1
1 2 34 358 12_34567891011121314
orsd hossza (ciklusok szama)

4. abra: Ciklusonkénti akciospotencidlok szama az nRT (rozsaszin) és a TC (fekete) neuronok esetében
eltérést mutatott. Az egyes pontok az akciospotencialok szamdt jeloli az orsok egyes ciklusaiban, 6 és 14
ciklus hosszu orsokat vizsgdlva. Rovid (6 ciklus hosszu) orsok kezdetén magasabb az akciospotencidalok
szama, majd az orsok vegére lecsokken. Hosszu (14 ciklus hosszi) orsok kezdetén ez az érték
alacsonyabb, majd az akcios potencidlok szama nd, elér egy plato értéket, ezt kévetden az orso utolso
ciklusaira a kezdeti érték ald csokken a szamuk. A TC neuronok esetében az orso hosszatdl fiiggetleniil

lassu, de fokozatos ndvekedés taldalhaté az ciklusonkénti akciospotencidalok szamaban. (Bartho 2014).

Csoportunk korabbi kisérleteiben egyidejiileg elvezetett nRT, illetve az ezzel reciprok
kapcsolatban all6 TC neuronok aktivitasat vizsgalta az orsé oszcillaco soran, hogy ezek ciklusrol
ciklusra torténd valtozasa kovethetdvé valjon. Szoros Osszefiiggést tapasztaltak az orsok hossza
¢és az ebben részt vevé nRT populacié mérete kozott. Kiilonbozd lefutds mutatkozott a rdvid,
illetve hosszl orsok folyaman a populédciok részvételi valoszinliségében. Megjegyzendd, hogy
egy sejt egy ciklusban csupan egy burstot tiizel, illetve az egyes neuronok nem minden ciklus
alatt tiizelnek. A részvételi valdszinliség megadja azt az értéket, hogy milyen szazalékban
tiizelnek a sejtek az egyes ciklusokban. A rovid orsok magasabb nRT résztvételi valoszinliséggel
indultak, mig a hosszii orsok alacsonyabbal. Az orsok utols6 ciklusaiban minden esetben a
kezdeti érték ala esett az aktiv populacid mérete, ami tovabbi bizonyitékul szolgal az el6zOkben

felvetett hipotézisnek az orsé terminéciojat illetdleg, miszerint az nRT hiperpolarizicidja az, ami
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az oszcillaciot terminalja. Emellett az elsé és az utols6 ciklusban részt vevé nRT populacid
mérete is szoros korrelaciot mutatott (5. abra). Mindez azt feltélezi, hogy az orsok hosszat azok
kezdetén résztvevé nRT populacié mérete hatarozhatja meg, ami megszabja az oszcillacio eldre
meghatarozott kezdeti és végpontja kozotti lefutdsat. Az orsok hosszat két lehetséges
mechanizmus alakithatja ki. Egyrészt az nRT populacié mérete kdzvetleniil meghatarozé lehet,
masrészt a halozat aktudlis allapota lehet az, ami az nRT populacié méretén keresztiil hatarozza

meg az orsok hosszat (Bartho 2014).
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5. abra: Az nRT neuronok részvételi valdsziniisége az orsok hosszatol foggden eltérést mutat.

Az nRT és a TC sejtek ciklusrol-ciklusra vizsgalt részvételi valosziniisége kiilonbozd hosszusdgu (5-14
ciklus hosszu) orsok esetén. A TC sejtek részvételi valosziniisége (fekete) az orso hosszatol fiiggetleniil
fokozatosan névekszik. Ezzel szemben az nRT részvételi valdsziniisége eltérd rovid illetve hosszu orsok
folyaman. Révid orsok magasabb részvételi valoszintiséggel, mig hosszu orsok alacsonyabbal indulnak,
valamint az utolso ciklusokban minden esetben a kezdeti érték ald esik ez az érték. A pontok a cilusonkénti

részveteli valosziniiséget jelolik (Bartho 2014).

6.5 Neuronpopulacidk szelektiv aktivalasa - Channelrhodopszin

A neuronpopulaciok mérete és a kialakult oszcillaciok paraméterei kdzotti 0sszefliggés

vizsgalatanak egyik modja a kiillonboz6 méretii populaciok aktivalasaval lehetséges. A neuronok
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aktivalasat korabban elektromos stimulalassal végezték. Ez a megoldas ugyan teriilet szelektiv,
de nem specifikus adott sejtpopuldcidkra. A problémat egy az elmult 10 évben felfedezett
fényérzékeny fehérje, a channelrodopszin (Chr) hidalta at, ami fény hatdsara konformacid
valtozassal reagal (Nagel és mtsai., 2002, Nagel és mtsai., 2003). A Chr egy nem specifikus
kation csatorna, ami kék fénnyel vald megvilagitis hatasara megnyilik, ionatereszté képessége
megnd, ami a sejtet depolarizalja. A Chr-t szelektiven expresszaltatva adott sejtpopulaciokban,
igy az nRT neuronokban is lehetdség nyilik azok specifikus aktivalasara (Williams és Deisseroth
2013).

Néhany évvel ezelott Halassa és Moore vGAT-Chr transzgenikus egerek nRT
neuronjait stimulalva alvasi orsokat valtott ki (Halassa és mtsai., 2011). Ebben az egérvonalban a
Chr-eYFP a vezikularis GABA transzporter gén promotere altal meghajtva expresszalodik,
lehetdvé téve a GABA-erg neuronok szelektiv targetdlasat. Ugyanilyen miikodési elven
alapszanak a PV-Chr egérvonalak is, ahol a Chr a PV gén promotere utan talalhato. Vagyis azok
kizardlag PV immunpozitiv neuronokban irédnak at, ami az nRT sejteit is jellemzi (Zhao és
mtsai., 2011). A Chr-hoz kotott fluoreszcens fehérje, az eYFP a sejtek anatomiai behatarolasat is

lehetové teszi.
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7 CELKITUZESEK

Korabbi eredményekbdl kiindulva az nRT kezdeti aktivitdsi szintje negativan korrelél
az alvasi orsok hosszaval (burst ciklusok szamaval) a talamuszban. Vagyis hosszabb, tehat tobb
ciklusbol allo orsok esetében alacsony, mig rovidebb, kevesebb ciklusbol allé orsok alatt
magasabb az nRT populacid részvételi valosziniisége az orsok 1. ciklusaban (Bartho és mtsai.
2014) (6. abra). Azt, hogy mi okozza a hosszbéli varianciat a neuronpopulaciok szintjén, ezidaig
nem tudjuk. A kezdeti allapot és az orsok hossza kozotti 6sszefiiggés arra enged kovetkeztetni,
hogy az orsok hosszat a retikularis és TC sejtek halozati allapota eldre meghatarozza, illetve a
résztvevé nRT sejtek szama is determinalhatja az oszcillacié hosszat. Abban az esetben, ha ez
utobbi hipotézis a valds, kiillonb6zé méreti nRT populaciok aktivalasaval eltérd hossziisagu
orsOkat lehetne kivaltani. Azonban ha ilyen fajta 0Osszefliggés nem tapasztalhato,
valosziniisithetéen a haldzati allapot az, ami az aktivalt nRT popoulacidé méretének valtoztatdsan
keresztiil meghataroz6 az oszcillacio hosszat illetéleg. Ahhoz, hogy erre vélaszt kaphassunk, az

alabbi célokat tliztiik ki:

o Megvizsgaljuk, kivalthatoak-e alvéasi orsok a talamusz VPM magjdban az nRT
optogenetikai stimulalasanak hatasara, valamint azok hasonldsagat a spontan modon megjelend

orsokkal.

o Megvizsgaljuk, az orsok kivalthatosaga milyen mértékben korlatozodik azokra a

periodusokra, amikor a spontan orsok is megjelennek, vagyis a haldzat aktudlis hatasat.

e A fényimpulzus intenzitdsat, illetve idétartamat valtoztatva vizsgaljuk kiilonb6zd

méretli nRT populéciok aktivaldsanak hatasat az orsok hosszusagara.

16



szabadon alvo

>

uretan

e

(o)}
o
5
o

® nRT ® nRT
® 1C @ TC

(8}
(&)}
w
)]

)]
o
(&)
o

AN
(6)]
N
(6]

MY
o
N
o

Részvételi valosziniiség (%)
Részvételi valosziniiség (%)

w
(&)}
Y
(6}

56 7 8 910111213 14 L

orsd hossz (ciklusok szama)

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
orsé hossz (ciklusok szama)
6. abra: Az nRT neuronok részvételi valdsziniisége fiigg az orsék hosszatol
Az alvasi orsok elsd ciklusaban az nRT neuronok részvételi valosziniisége negativan korrelal az orsok
hosszaval. Rovid orsok esetében magas az nRT részvételi valosziniisége, mig alacsonyabb részvételi

valosziniiség hosszu orsokndl figyelhetd meg mind szabadon alvé (A), mind uretan altatds (B) esetén, mig

a talamokortikdlis (TC) neuronok nem mutatnak efféle osszefiiggést (Bartho 2014).
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8 ANYAGOK ES MODSZEREK

A Kkisérleteket pval/IRES-cre//Gt(ROSA)26Sor/CAG/chr2(H134R)/eyfp (PV-Chr), és
VGAT/IRES-cre//Gt(ROSA)26Sor/CAG/chr2/H134R)eyfp  (VGAT-Chr) egér  vonalakon
végeztilk. Minden kisérletet az Eurdpai Unid eldirdsa, a Magyar Tudomanyos Akadémia
Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézet etikai eldirdsai szerint és az Etikai Bizottsag
engedélyével hajtottunk végre.

A transzgenikus egereket Gt(ROSA)26Sor/CAG/chr2(H134R)/eyfp és vGat/IRES-cre
¢s illetve pval/IRES-cre vonalak keresztezésével allitottak eld. Lényege ennek a keresztezésnek
az, hogy a fizids gén (chr2-eyfp) atirodasat egy loxP-vel hatarolt stop jel gatolja meg mindaddig,
amig a Cre rekombindz hatisara a stop jel delécidnak nem esik ala. Ettél kezdve a Cre
expresszalo sejtekben megindulhat a fuzids protein transzkripcidja. Nevezetesen a vGAT illetve
a PV pozitiv sejtekben (Cre rekombinazt expresszalnak) kifejezddik a Chr2-eYFP fuzids protein,
ami kiiil a sejtek membranjaba, majd a tovabbiakban kék 1ézerstimulus hatisara a Chr2 képes
lesz konformécio valtoztatasra.

Az altatdshoz minden esetben uretant hasznaltunk (0,012g/100g testtomeg). Az
elektrofiziologiai elvezetések 32 csatornas, 4 agu oktrod, vagy 2x16 csatornas linearis szilikon
alapu elektrodokkal torténtek (Neuronexustech, MA). Az elsé elektrodtipusnal egyes agak kozott
200 pm a tavolsag, valamint minden elektroda 4gon 8 mérdpont talalhato (oktrdd), egymastol
20-20 um tavolsagra, a masodiknal a szarak kozti tavolsag 500 um, az elvezetési pontok kozti
100 um. Az elvezetési koordinatdk a VPM teriiletén: anteroposzterior (AP) -1,7-1,8 mm,
mediolatateralisan (ML) 1,2-2 mm, dorzoventralisan (DV) 3,2-4 mm voltak. Az nRT teriiletén
(koordinatak: AP -1,4-1,6 mm, ML 2,2-2,5 mm, DV 3-4 mm) a neuronok szomajat optogenetikai
modszerrel 100 um vastag optikai szallal (Thorlabs, DE) 447 nm hulldmhossza kék fénnyel
stimulaltuk. A elektrodot és az optikai szalat Dii membranfestékbe martottuk, hogy az elektrdd
és a fiber tényleges helyét a késébbiekben rekonstrualni tudjuk.

Az elvezetéseket 64 csatornds erdsiton (2000x gain 0,3 Hz feliilatereszté sziird)

végeztik, a jelet 20 kHz frekvenciaval digitalizatuk (National Instruments). Az Osszes analizis
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MATLAB-ban (Mathworks, CA) tortént. A soksejt aktivitast (MUA) 500-7000 Hz kozott
detektaltuk.

Az alvési orsok detekcidjahoz kontinuizalt MUA-t hasznéltuk, nevezetesen az akcios
potencialokat 11 ms hosszt Hamming ablakkal konvolvaltuk, a keletkezett jelet 7-20 Hz kozott
megszurtiik, és erre burkologorbét illesztettiink. A kiiszobértékeket meghalad6 (2 SD > 100 ms
¢s 1 SD > 300 ms) aktivitast orsoként detektaltuk.

Az elvezetést kovetéen az allatokat megperfundaltuk. A perfuziot 200 ml 4%
paraformaldehidet, 0,05 % glutaraldehidet és 0,2 M foszfat puffert tartalmazo fixaloval
transzkardialisan végeztiik. A perfuzié utan az agyat posztfixaltuk, majd a talamuszt tartalmazo
blokkbdl vibrotommal 60 pm-es korondlis metszeteket készitettiink. Ezt kovetden foszfat
pufferrel tobbszor mostuk a metszeteket, majd vectashield feddanyagot hasznalva felhuztuk

azokat.
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9 EREDMENYEK

Az elvezetéseket sok csatornas szilikon alapu elektrodakkal végeztiik. Ez az elvezetési
mod lehetdséget ad arra, hogy sok sejt szimultan aktivitdsa kovethetévé valjon. Mivel az
elektréda egyes again az elvezetési pontok kozel helyezkednek el egymashoz (8,5-30 um), az
egyes sejtek tiizelési aktivitdsa tobb mérdponton megjelenik, igy azok megbizhatéan
szétvalaszthatova valnak az egyedi akcids potencial alakok kovetkeztében. Emellett az elektroda
againak kis atméréje miatt (15 pm) minimalizalodik az agyszovetet ért karosodas is (Csicsvari és
mtsai., 2003).

A kisérletek uretan altatas alatt torténtek, mivel ez az altatasi forma megengedi az orsok
Osszehasonlitasat a természetes alvas soran kialakuldé orsokkal. Az orsok atlagos hossza
(10.7+6.0 ciklus/orso természetes alvas soran, 9.5+5.3 ciklus/ors6 uretan alatatas alatt), illetve
azok frekvencidja (12.65+1.89 Hz természetes alvas esetén, 12.91+1.63 Hz uretdn altatdsban)
hasonldéan alakul mindkét allapotban. Masik fontos tulajdonsaga ennek az altatonak, hogy a
kiinduléasi eredményekhez hasonloan uretan altatas alatt is megfigyelhetd az orsok hossza és az
nRT kezdeti populacios aktivitasa kozotti negativ korrelacio (6.B abra). Ezek mellett
megengedi, hogy az alvas szakaszai kozotti valtakozasokat vizsgaljuk, mivel periodikusan az
¢brenlétet mimikalod (deszinkronizalt kérgi aktivitds) és a mély alvas (szinkronizalt aktivitas)
kozott valtakozik az altatds mélysége, hasonldan a természetes alvas soran tapasztaltakhoz.
Deszinkronizalt allapotban mind a kéregben, mind a talamuszban jellegzetes tonikus sejtaktivitas
volt megfigyelhet6, amiket kis amplitudoju, magas frekvencias jelek jellemeznek. llyenkor a
talamusz sejtjei relative depolarizaltak (-50 mV koriil), és egyedi akcids potencialokat tiizelnek.
Ezzel szemben a teljesen szinkronizalt allapotra jellemzd lasstt hulldmt aktivitds alatt nagy
amplitaddju, alacsony frekvencias jelek keletkeznek. Ekkor a talamikus sejtek hiperpolarizaltak
(-60 mV alatt), és visszacsapo Kkisiiléssorozatokat (burst) produkalnak. A spontan orsok
megjelenése az enyhén szinkronizalt szakaszokra jellemzd, ami a természetes alvas 2.

stadiumaval anal6g, vagyis ebben a szakaszban jelentkeznek az alvasi orsok.
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A Kkisérletekhez vezikularis-GABA-transzporter-channelrhodopszin (VGAT-ChR, 9
allat, 17 kisérlet), illetve parvalbumin-channelrhodopszin (PV-ChR) (3 allat, 8 kisérlet) egereket
hasznaltunk. Ezekben az allatokban az nRT sejttestjei és axonterminalisai egyarant kifejezik a
Chr-t, igy kék fénnyel aktivalhatova valnak. A kisérletek egy részében kozvetleniil az nRT
szomajat stimulaltuk (n=10), a tobbi esetben az optikai szal az elvezetd elektrodahoz régzitve, a
kornyéki axonterminalisokat célozta a VPM-ben (n=15) (7. abra). A spontan orsok mellett (8.A
abra) Halassa és Moore (2011) eredményeivel parhuzamban, az nRT-t érd fénystimulus hatasara
is sikeriilt orsokat kivaltani a VPM-ben (8.B abra). Az eredmények mindkét allattérzsben,

illetve stimulacios felallasban konzisztensek voltak.

1. abra: VGAT-Chr2 egér agydbdl késziilt korondlis metszetek (60um).

(A) Az nRT-n beliil a sejtek szomatodendritikus régidja (B, fehér csillagok), ill. a VPM-be nyild
axonterminalisok (C) is Chr2 pozitivitast mutatnak. Az elektrodakat Dii fluoreszcens membranfestékbe

martva helyeztiik a talamuszba. A fehér nyil az elektroda egyik aga altal hagyott jelre mutatnak (piros).

Az orsok kivalthatosaga erdsen fliggott az altatas aktualis mélységétdl (9. abra). A stimulus sem
teljesen szinkronizalt, sem deszinkronizalt allapotban nem véltott ki orsot. Ezzel szemben az
enyhén szinkronizalt szakaszokban mind a spontan, mind a kivaltott ors6 aktivitasa gyakori volt,
tehat azok megjelenése a halozat egy adott allapotahoz kotott. Egy-egy alvasi ciklus 5-10 percig

tartott, amin beliil az egyes stadiumok ciklikusan kovették egymast. Az orsok jellemzdi az
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8. abra: Spontdn és fénystimulussal kiviltott orsék nyers elvezetése

Spontan orsok elvezetése a VPM-b6l. A kék, zéld, piros és vilagoskék szinek a talamuszba éré 4 dgu

elektroda egy-egy agat reprezentaljak. Mindegyik agon 8 db elvezeto pont van, ezért ésszesen 32 csatorna

elvezetését latjuk. (A) Spontdin megjelend orsok a talamuszban. Az egyik elvezeto agon az orsok ciklusait

a piros ellipszisek jelolik. (B) Optikai stimulus (fekete haromszog) hatasara kivaltott orsok elvezetése.
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9. Abra: Alvasi orsok kividlthatosdga fiigg a halozat dllapotatol

A) Talamikus retikularis mag (nRT) optogenetikai stimuldlasaval kivaltott soksejt-aktivitas (MUA) a
talamusz VPM magjaban uretan altatds alatt. A stimulusok (piros fiiggdleges vonal) 5 mdsodpercenként
kovetik egymast. A rendszer spontan fluktuadl szinkronizalt (zold nyilak) és deszinkronizalt (kék nyilak)
dllapot kozott. A stimulacio csak az altatasi ciklus bizonyos pontjain, enyhén szinkronizalt szakaszban
(piros nyilak) képes orsokat kivaltani (piros ellipszis). B) MUA dominans frekvenciaja 7-23 Hz kozott. A
kivaltott orsokat a melegebb szinek jeldlik, mind a hosszuk, mind a frekvencidjuk valtozik az allapot

fliggvényében.

enyhén szinkronizalt szakaszon beliil i1s varidltak, a deszinkronizaltabb szakaszoktol a
szinkronizaltabb felé haladva frekvenciajuk csokkent, hosszuk megnoétt (9. A,B abra).

Kiindulési hipotézisiink szerint kiilonb6zd méretli nRT populaciok aktivalasa az orsok
hosszanak véltozésaban nyilvanulhat meg. Optogenetikai eszkézokkel ezt kétféleképpen lehet
elérni: a stimulus intenzitasanak, illetve id6tartaménak valtoztatdsaval. A stimulus erdsségét
novelve tobb Chr fehérjében, valamint nagyobb szdmi nRT neuronban érhetd el egy kiiszob

feletti aktivitdsi szint, ami tobb csatorna megnyilasat, és a sejtek kisiilését eredményezi. Emellett
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a fény térbeli kiterjedése is valtoztathatd ezzel a modszerrel. Tehat a kiindulasi eredmények
alapjan a fény intenzitasat emelve (0.1-10 mW, 10ms, n=14) (10. abra) nagyobb méretii nRT
populaciot aktivalunk, ami rovidebb orsokat eredményez. Az orsok hossza a fényimpulzus
hosszanak novelésével (2-40 ms, 54mW, n=11) (11. abra) is valtozhat. Hosszabb ideig tarto
megvilagitas noveli a csatornak nyitvatartasi idejét, igy tobb kation dramlik a sejt belsejébe, ami
a sejtek kistilését teszi lehetové. Nagyobb teret enged az nRT neuronok recruitdlodésanak is,
mivel az igy szétterjedd aktivitds egyre nagyobb méretli nRT populdciét von bele az
oszcillacioba, igy az alvési orsok hossza lecsokken. Ezekkel az eszkozokkel manipuldlhatova
valik az aktivalt populdci6 mérete, vagyis ennek tényleges hatdsa az orsék hosszara
vizsgalhatova valik.

A fénystimulus paramétereit valtoztatva az orsok kivalthatosaga fliggdtt az altatds mélységétol,
vagyis azokra a szakaszokra korlatozddott, amikor azok spontan médon is eléfordultak (10. A, B
abra; 11. B abra). Az enyhén szinkronizalt allapotban mind a spontan, mind a kivaltott orsok
hosszaban gyenge komodulacio mutatkozott (10. B abra), azok hasonloképpen valtakoztak az
adott szakaszon beliil (R=0.21, p<0.001). Ezekben a periddusokban a leggyengébb stimulusok
ritkan indukaltak orsot (10.A abra, bal panel), az ennél nagyobb fényimpulzusok viszont ki
tudtak valtani orsokat. Ugyanakkor teljesen szinkronizalt, vagy deszinkronizalt allapotban
maximalis intenzitast stimuldcid sem volt hatdsos. Ezenfeliil a maximalis intenzitds hatasara
kozvetleniil az ors6zé szakaszok elott a deszinkronizalt stadiumban, illetve utana, a szinkronizalt
szakaszok kezdetén is eldfordultak kivaltott orsok (10.B abra, piros oszlop). Ennél a stimulus
paraméternél az enyhén szinkronizalt szakaszokon kiviil egy B-frekvecidju oszcillacio volt
megfigyelhetd. Az orsok kivalthatosaganak valoszinlisége 0% és 56% kozott ingadozott,
novekedett mind a stimulus intenzitdsanak (10.C abra), mind iddtartamanak ndvelésével
(11.B abra). Ezek alapjan arra kdvetkeztettiink, hogy az alkalmazott stimulus paraméterek
hatéséra valtoztatni lehetett az aktivalt nRT populaciéo méretét.

Amennyiben az orsok hosszat kozvetleniil az nRT populdcid mérete hataroznd meg,
ugy a kiilonb6zd stimulusok hatasdra modosuldé nRT populacid mérete az orsok hosszanak
valtozasat idézné eld. Ezzel szemben 24-bél 20 kisérletben nem taldltunk szignifikans
kiilonbséget az orsok hosszaban a kiilonbozd stimulussal kivaltott csoportok kozott, valamint a
spontan orsokhoz képest sem kaptunk szignifikans kiilonbség (p>0.05, Kruskal-Wallis teszt)

(10.D abra, 11.C abra). A fennmarad6 4 kisérletben az eredmények nem voltak konzisztensek,
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a csoportok kozdott tobb irdnyban gyenge korrelacio mutatkozott. A stimulus paramétereit (0.14
mW, 4.4 mW, 10.5 mW, 1200 ismétlés) és az elvezetési koordinatdkat 4 allatban azonos
koriilmények kozott tartottuk, hogy egy 0sszesitett adathalmazt kaphassunk, azonban ezen beliil
sem talaltunk szignifikans kiilonbséget (Kruskal Wallis teszt, p=0.11) a kiilonboz6
intenzitasokkal kivaltott orsok kozott. Mindez azt mutatja, hogy a stimulus intenzitdsa nem
kozvetleniil hatarozza meg az orsok hosszat, feltehetden a halozati allapotok folyamatos
fluktuécidja az, ami meghataroz6. Habar a spontan és a kivaltott orsok hossza az adott szakaszon
beliil hasonloképpen valtakozott, azok eloszlasaban kiilonbség mutatkozott. A kisérletek 41,6%-
aban (24-b6l 10 kisérletben) szignifikans kiilonbséget figyeltiink meg (Mann-Whitney teszt) (12.
abra), a kivaltott orsok szama fOként a hosszeloszlas két végén volt kevesebb. Feltehetden
ezeknek a létrejottéhez precizen kialakitott populdciés mechanizmusok tarsulnak, amit a fény

indukalta aktivitadsokkal nem lehet kelld pontossaggal utanozni.
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10. abra: A kivaltott orsék hossza fiiggetlen a stimulus intenzitdstol

A) Hdarom kiilonféle stimulus erdsséggel (0.12, 1.6, 12.6 mW; 10 ms) kivaltott MUA aktivitas az elektroda
egyik agan. A fényimpulzusok 5 mdsodpercenként kévették egymast, a fiiggdleges szaggatott vonalak
mutatjak a stimulus iddpontjat. A 0.12 mW stimuldcio tobbnyire nem éri el az orsok kivaltasahoz
sziikséges kiiszobot (kék ellipszis), az ennél magasabb intenzitasok az enyhén szinkronizalt dllapotban
tobbnyire ki tudtak valtani orsot (piros ellipszis). B) A kivaltott orsok hossza az idé és a stimulus
intenzitas fiiggvényében (fekete: spontan orsok). A kivaltott és a spontan orsok egyiitt jelentkeztek, ezeken
az orsozo szakaszokon beliil az orsok hossza nagyfoku varianciat mutatott. C) A stimulus intenzitdst
novelve novekedett az orsok kivalthatosaganak valosziniisége. D) Spontdn, illetve kiilonbéozd
intenzitasokkal kivaltott orsok hossza dobozdiagramon. A kiilonbozé csoportok kozott nincs szignifikans

kiilonbség.
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11. abra: A4 kiviltott orsék hossza fiiggetlen a stimulus iddtartamdtdl
A) Mint az 5. abra, intenzitds helyett kiilonboz6 hosszusdgu stimulusokkal (2, 10, 40 ms; 6 mW). B) Az
optikai stimulus hosszdnak néovelésével nétt az orsok kivalthatésagdnak valosziniisége, C) viszont az orsok

hosszaban itt sincs szignifikans kiilonbség az egyes csoportok kézott.

I spontin orsok
I Kivaltott orsok

12. abra: Spontdn és kivaltott orsok

hosszanak eloszldsa.
A révid (600 ms-nal kevesebb), illetve
hosszu (1100 ms-nal hosszabb) orsok

szama nagyobb a spontdn esetben,

orsok szama (normalizalt)

mint a kivaltott orsoke, a kiserletek

osszesitett adatai alapjan.

500 1000 1500 2000 2500
orso hossza (ms)
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10 DISZKUSSZIO

Az alvasi orsok iniciacidjarol, frekvencidjanak alakuldsardl illetve hosszardl ezidaig
kevés informacio all rendelkezésilinkre. Az orsok hosszénak vizsgalata soran csoportunk azt az
eredményt kapta, hogy az orsok kezdetén aktivalodott nRT populdcié mérete negativan korrelal
az orsok hosszaval. Vagyis az orsé elsO ciklusdban megfigyelt kis nRT populacios aktivitas a
hosszu, mig nagy nRT populacids aktivitas a rovid orsokra jellemzd (Bartho és mtsai., 2014).
Ennek hatterében két lehetséges mechanizmus éllhat: az aktiv nRT sejtek szama kozvetleniil
hatarozza meg az oszcillacid hosszat, vagy az nRT populacié mérete, igy az orsok hossza a
halézat aktualis allapotanak a fiiggvénye.

Kisérleteinkben optogenetikai stimulalassal kiillonb6z6 méreti nRT populaciokat
aktivaltunk, hogy megvizsgaljuk azok hatasat a kialakul6 orsok hosszara. Az aktivalt populacid
méretét a fény intenzitdsdnak, valamint iddtartaméanak novelésével értiik el. Azt feltételezziik,
hogy az erésebb stimulus nagyobb teriiletet aktival, valamint a neuronok membranjaban
expresszalodo Chr fehérjék is nagyobb szamban nyilnak ki, tehat tobb sejt depolarizacidjat
érhetjiik el igy. A fény id6tartamat valtoztatva pedig az aktivalt neuronok rekruitalodasanak
kovetkeztében valtozd méretli populdcio aktivalodhat, tehat rovidebb stimulus kisebb, mig
hosszabb stimulus nagyobb populéciot aktival.

Az optogenetikai stimulacié tobb szempontbol is eldnydsnek bizonyut. Ezzel a
modszerrel kello mértékli szelektivitast lehet elérni, mivel csak azok a neuronok aktivaldodnak,
amik kifejezik a Chr-t, esetiinkben a PV és vGAT immunpozitiv neuronok. Emellett az nRT-n
athalad6 talamokortikdlis és kortikotalamikus rostok nem kivanatos aktivalasa 1is
kikiliszobolhetdvé valik. A fénystimulus intenzitdsat valtoztatva nem csupan az optikai fiber
kozvetlen kozelében lehetséges az aktivacid, hanem a fény terjedése révén valtoztathatdo a
megvilagitott teriilet mérete is.

A fénystimulécio altal kivaltott orsok hossza nem mutatott szignifikdns valtozast a
stimulus paramétereinek hatdsara, sem az egyes stimulusok kozott, sem a spontan megjelend
orsokhoz képest. Mind a kivaltott, mind a spontan orsok egy halozati allapothoz, az enyhén
szinkronizalt szakaszokhoz kototten jelentkeztek. Ezekben a peridodusokban a leggyengébb
stimulusok ritkan indukaltak orsot. Feltehetden ezek a kiiszob alatti intenzitdsok nem voltak

elégségesek kelld szamu nRT sejt aktivalasahoz, illetve Chr csatorna megnyilasahoz, igy az nRT
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neuronokba aramld pozitiv ionok szintje nem érte el azt az értéket, hogy 1étrehozzanak egy kelld
mértékli depolarizaciot, igy egy burst kistiléssorozatot. Kiiszob feletti intenzitdssal stimuldlva
mar elegend6 mértékben depolarizalodhattak a sejtek egy orsd oszcillacié beinditdsahoz.
Meglepé modon a legerdsebb fényimpulzusok a spontdn megjelend orsok elott, illetve
kozvetleniil az ors6zd szakasz utan is képesek voltak orsokat indukalni. Ezekben az
idészakokban a neuronok instrinsic tulajdonsagai nem teszik lehetdvé, hogy a két populacidoban
megfeleld ritmusu reciprok burst kisiilést generaljanak, azonban egy kellden erds kiils behatas
elegséges lehet ahhoz, hogy egy gyors kisiilésorozatot indukalhasson. Mivel a legnagyobb
intenzitdsu fényimpulzus az ors6zd szakaszokon kiviil is egy afiziologids PB-frekevenciaj
oszcillaciot idézett eld, valoszintsitjiikk, hogy ezekben az esetekben is a fényimpulzus hatdsat
latjuk. Novelve a stimulus id6tartamat, vagy az erdsségét az orsok kivalthatosaganak
valdszinlisége is novekedett. Ez feltehetden a fényérzékeny csatorndk nyitasi valdsziniiségének
és nyitvartasi idejének novelése végett valosult meg.

Amennyiben kdzvetleniil az aktivalodott nRT populacié mérete elegendd volna ahhoz,
hogy meghatarozza az orsok hosszat, akkor a fénystimulus paramétereit novelve az orsok
rovidiilését kellene tapasztalnunk. Mivel ilyen 6sszefliggést nem figyeltiink meg, valoszinisitjiik,
hogy nem az aktivalt nRT populacié mérete hatdrozza meg direkt mddon az orsok hosszat. A
halozat aktualis allapota lehet az, ami megszabja azt az nRT populacid méretet, amiben minden
feltétel adott az orsd generalasdhoz. Ezt alatamasztja az is, hogy a spontdn megjelend, illetve a
stimulusok hatasara kivaltott orsok hosszdban komoduldcié mutatkozott az ors6z6 szakaszokon
beliil. Tahat a halozati allapotok az nRT populécié méretén keresztiil hatarozzdk meg az orsok
hosszat.

Mi allhat a kiilonbdz6 halozati allapotok hatterében? Feltehet6leg a kortikotalamikus
hatasok, illetve a modulédtorok szintjének (acetilkolin, noradrenalin) fluktuicidja meghatdrozo.
Ez utébbi esetben a moduldtor hatasti anyagok a leaky K*-aramok befolyasolasaval szabalyozzak
a talamikus sejtek membranpotencialjat. Deszinkronizalt stadiumban a VPM neuronjainak
nyugalmi membranpotencial értéke pozitiv iranyba tolddik el, emiatt torténhet, hogy az nRT
feldl érkezé gatlo bemenet nem elegendé a T-tipusi Ca”’-csatornak aktivalasahoz, igy
visszacsapo kistiléssorozat sem alakul ki benniik. Enyhén szinkronizalt aktivitas soran a VPM-be
¢érkezd inhibitorikus hatds a nyugalmi potencial csokkenése kovetkeztében megfeleléen nagy

lehet a T-aram aktivalasahoz, burst kistilést erdeményezve. Ezt kovetéen a TC neuronok serkentd
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bemenetet kiildenck az nRT felé, tovabb folytatva ezt a ping-pong szeri folyamatot. M¢ly
altatasban viszont a membranpotencial tal alacsony lehet a visszacsapo Kkisiiléssorozat
generalasahoz, igy a TC-nRT interakci6 fenntartasahoz.

Kovetkezésképpen az orsok hosszbéli variancidja Osszefiiggésben van a halozati
alakul. A membranpotencidlok megfeleld értékre valo allitasa, igy a sejtek tiizelési mintazata egy
magasabb haldzati rendszerhez kototten valosul meg. Ez az, ami meghatarozza azt az éllapotot,
amikor az nRT neuronok képesek az orso genezisre, ugyanakkor az orsok hossza az nRT aktualis
tlizelési mintazatanak a fiiggvénye. Tehat mind a hal6zatban, mind az nRT-ban torténd valtozas
kihatassal lehet az orsok hosszéra.

Ahhoz, hogy megérthessiik a pontos populaciés mechanizmusokat, kdvetkezo 1épésben
a kérgi hatdsok vizsgalata volna a cél. Az agykérgi inputok nélkiil az nRT pontos szerepe is
vildgossd valna az orsok hosszdnak alakuldsdban. Mindemellett a kiilonb6zé talamikus
magvakban kialakuld orsok vizsgalata is sziikségszerli volna. Kordbban publikalt eredmények
alapjan az egyes magokban 1évé TC neuronok hasonlo fiziologas tulajdonsagokkal rendelkeznek,
vagyis azokban jelen van a T-aram, igy képesek burst tiizelésre (Jahnsen és Llinas 1984a,
Jahnsen és Llinas 1984b). Habar az intrinsic tulajdonsagok adottak, ez idaig nem alatamasztott,
hogy az orsok létrejotte egységes-e a talamusz magvaiban. Ezekben eltéré az nRT feldl érkezd
gatlo bemenet denzitasa (Pinault és Deschenes 1998), ami az orsok kialakulasaban torténd
kiilonbozdéséget eredményezheti. A talamusz felé az nRT-n kiviili, extraretikularis gatlas is
érkezik. Ezen gatlas szerepe mindeddig nem tisztazott az orsé aktivitas illetve egyéb alvas soran
megjelend oszcillaciok kialakitasaban, ugyanakkor az nRT gatlasat mintegy kiegészitve 1ényeges
lehet az orsok genezisében.

Az alvési orsok megjelenése plasztikus, valtozik egyes betegségek esetében, valamint
tanuléasi folyamatot kdvetden is. Tanulmanyozasukkal kézelebbi képet kaphatunk arr6l, milyen
mechanizmusok alakitjak ezt a széleskorien el6forduld oszcillaciot, mind a normélisan miikodo,

mind a sériilt neuronhalozatok esetében.
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11 OSSZEFOGLALO

Az alvasi orsok 1-3 s idétartamu, 7-14 Hz frekvenciaju tranziens oszcillaciok, melyek a
lassu hullamu alvas 2. stddiumaban figyelhetéek meg. Jelentds szerepet tulajdonitanak nekik a
memoria konszolidacidban, mivel tanulast kovetden szamuk nagymértékben megnovekszik,
valamint patoldgias allapotban, ill. kiilonb6z6 farmakonok hatdsdra az orsok szdma és hossza is
megvaltozik. Régdta ismert, hogy az alvasi orsok talamikus eredetlieck, a nucleus reticularis
thalami (nRT) GABAerg és a relémagok glutamaterg neuronjainak reciprok interakciojaként
alakulnak ki. A pontos populacios mechanizmusai azonban mindezidaig tisztazatlanok.

Laboratoriumunk korabbi eredményei azt mutattak, hogy az orsé kezdetekor kialakulo
nRT populécios aktivitas negativan korrelal az orsok hosszaval. Vagyis egy orsé kezdetekor mar
determinalva van annak lecsengése. Ennek hatterében két lehetséges mechanizmus allhat: az orsé
hossza kozvetleniil fiigghet a résztvevé nRT sejtek szdmatodl, illetve a hélézat aktudlis allapota
lehet az, ami az nRT populacid6 méretén keresztiil hatarozza meg az orsok hosszat. Ennek
vizsgalatara vezikularis-GABA-transzporter-channelrhodopszin (VGAT-Chr) és parvalbumin-
channelrhodopszin (PV-Chr) transzgenikus egereket hasznaltunk, melyekben kiilonb6z6
hosszusagu ¢és intenzitdsu kék fénnyel valo megvilagitassal eltérd méreti RT populaciot
aktivaltunk. Az alvasi orsokat a talamusz ventralis poszteriomedialis magjaban (VPM) soksejt
aktivitas alapjan detektaltunk. A vizsgalatok uretan altatas alatt torténtek, mivel ennél az altatasi
formanal a kérgi aktivitas deszinkronizalt és szinkronizalt allapotok ko6zott fluktual, csakugy,
mint az a természetes alvas soran is megfigyelhetd. Mély altatasban és deszinkronizalt allapotban
nem sikeriilt alvasi orsokat kivaltani az nRT aktivalasaval, ezzel szemben enyhén szinkronizalt
allapotban (ami a természetes alvas 2. stddiumanak felel meg) a spontan megjelend orsok mellett
stimulus hatdsara is ki lehetett valtani alvasi orsokat. Ebben a stddiumban a kivaltott orsok
hossza nem mutatott Osszefliggést a stimulus hosszéval, vagy intenzitasaval, a meghatdrozo
tényez0 az altatas mélysége volt.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy az alvasi orsok hossza és gyakorisdga a halozat
aktualis allapota a meghatarozo, ami feltehetéen a neuromodulatorok szintjének szabalyozasa

alatt all.

31



12 SUMMARY

Sleep spindles are 1-3 s long transient events with a frequency of 7-14 Hz and occur
during stage 2. sleep. The duration of spindles increases after learning periods suggesting its role
in memory consolidation. Furthermore, the duration and density of spindles shows alteration in
some pathological states and under the influence of different drugs. It is well defined that
spindles are generated in the thalamus by the crosstalk between the reciprocally connected
excitatory thalamocortical and the inhibitory neurons of nucleus reticularis thalami (nRT). In
contrast, the mechanisms underlying the parameters of spindles are still debated.

Previous studies of our group showed negative correlation between the length of the
spindles and the participation probability of nRT cells in the first cycle of the spindles. Two
possible mechanisms can lead to this phenomenon: spindle duration is determined directly by the
size of the active nRT population, or the nRT population is under the influence of the ongoing
network state. To test these scenarios we optogenetically evoked spindles in vesicular-GABA-
transporter-channelrhodopsin (VGAT-Chr) and parvalbumin-channelrhodopsin (PV-Chr) mice by
activating nRT neurons. The experiments were done under urethane anesthesia which provide a
condition similar to natural sleep: continuous fluctuation between synchronized and
desynchronized states. We hypothesized that different sizes of nRT populations can be recruited
by varying the duration or the intensity of the stimulus.Spindles were detected by the multiunit
activity of the ventral posteromedial nucleus of the thalamus (VPM).

No spindles could be evoked during desynchronized or highly synchronized periods,
when no spontaneous events could be detected either. In contrast, during lightly synchronized
stages spontaneous as well as evoked spindles occurred with comparable parameters.
Nevertheless, no correlation was observed between the stimulus intensity or duration and the
length of the spindles; but the main factor was the actual network state.

Based on our results we can conclude that the duration of sleep spindles is not directly
determined by the size of the active nRT population but the general excitability of the network,

which is under the control of neuromodulation.
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