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2 Roviditésjegyzék

5-HT - szerotonin

Ach - acetilkolin

Chr - channelrhodpszin

EEG - elektroenkefalogram

EPSP - excitatorikus posztszinaptikus potencial
GABA - gamma-amino-vajsav

His - hisztamin

IPSP - inhibitdrikus posztszinaptikus potencial
NA - noradrenalin

nRT - nucleus reticularis thalami

PV - parvalbumin

REM - rapid eye movement, dlomlétasos, vagy paradox alvés
TC - talamokortikalis

VGAT - vezikularis-GABA-transzporter

VPM - ventralis poszteromedialis talamikus mag

YFP - sarga fluoreszcens fehérje



3 Osszefoglalé

Az alvasi orsok 1-3 s iddtartamut, 7-14 Hz frekvenciaji tranziens oszcillaciok, melyek a

lassu hullamu alvas 2. stadiumaban fordulnak eld6. Az orsok a talamuszban keletkeznek a
GABAerg retikularis mag (nRT), illetve a glutamaterg relémagok sejtjeinek interakcidjaként, a
pontos mechanizmusok azonban még tisztazatlanok.
Korabbi eredményeink alapjan az nRT populacié aktivitasa az orsé kezdetekor forditottan
korreldl annak hosszaval. A jelenség hatterében két lehetséges mechanizmus allhat: az
oszcillacid hossza a résztvevd nRT sejtek szamatol fligg, vagy mindkét faktor a halozat
allapotanak fiiggvénye. Ennek vizsgalatara transzgenikus, PV-ChR2 és vGAT-ChR2 egereken
valtottunk ki alvéasi orsokat az nRT optikai stimuldldsaval uretan altatds alatt. Ilyenkor az
aktivitas periodikusan fluktual szinkronizalt és deszinkronizalt allapot kozott, lehetové téve a
vizsgalt jelenség megfigyelését kiilonbozd éberségi szinteken. A kivaltott orsokat a talamusz
ventralis poszteriomedidlis mag (VPM) soksejt-aktivitasa alapjan detektaltuk.

M¢ly altatasban, illetve deszinkronizalt allapotban nem lehetett orsdkat kivaltani, mig
kozepes (természetes alvas 2. staddiumanak megfeleld) altatdsban nRT stimulécié orsokat
indukalt. Ezen staddiumon beliill a kivaltott orsék hossza és frekvencidja nem mutatott
Osszefiiggést a stimulus erdsségével, a meghatarozd tényezd az altatas mélysége volt.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a haldzat allapota (feltehetéen a modulatorok szintje) az, ami

az nRT populacié méretén keresztiil meghatarozza ezen oszcillacid paramétereit.

4 Bevezeto

Az eml6s talamusz a diencephalon részét képezi, egy dorzalis és egy ventralis egységbdl allo
struktira, ami az epitalamusz és a hypotalamusz ko6zott helyezkedik el. A perifériarol érkezo
szenzoros ¢és motoros informaciot (a szaglas kivételével) feldolgozza, majd a megszirt
informéciot az agykéreg felé tovabbitja.

Két 16 sejttipus kiilonithetd el a talamuszban, a serkentd relésejtek, vagyis a
talamokortikalis (TC) neuronok, illetve a gatld, GABAerg neuronok. Ez utébbiak egy a dorzalis
talamuszt koriil 6lelé struktaraban, a nucleus reticularis thalamiban (nRT) talalhatoak (Steriade

¢s Deschenes 1984a). A talamuszbol a kéregbe érkezd, valamint a kéreg VI. rétegi sejtjei feldl
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jovo kortikotalamikus rostok egyarant athaladnak az nRT-n, ekdzben serkentd kollateralis
kapcsolatba 1épnek annak neuronjaival (Pinault és mtsai., 1995). Az nRT ezen feliil topografikus,
reciprok kapcsolatban all a megfelel$ talamikus maggal, IPSP-k kialalkulasat indukalja azokban
(Jones, 1985). Ennek a harom komponensnek a kapcsolatrendszere alkotja a talamokortikalis
kort, amik a talamokortikalis oszcillaciok alapjat képezik (Bonjean és mtsai., 2011).

Ezeket, és mas oszcillaciokat tobbnyire tranziens eléfordulas jellemzi, melyek fontos
részét képezik a kiilvilagbol érkez6 informacio feldolgozasanak. Habar sok tulajdonsag ismert az
oszcillaciok koézbeni mechanizmusokrol, arrél, hogy mi szabalyozza ezek megjelenését, hosszat,
illetve mi az, ami megszakitja a folyamatot, ezidaig keveset tudunk.

Az egyik fontos talamokortikalis oszcillacio az alvasi ors6. Ezek a lassi hullamu alvas
2. stadiumaban jelentkezd, 1-3 masodperc hosszu, 7-14 Hz frekvenciaja kistiléscsomagok.
Jelentds funkcidjuk lehet a memoria konszolidacidjdban, mivel tanuldsi folyamatot kovetd
¢jszaka az orsok hossza, és denzitasa is novekszik (Morin és mtsai., 2008). Szamuk szorosan
korrelal emellett az altalanos intelligenciaval, valamint dsszefiiggésben lehet a problémamegoldd
képességgel is (Bodizs ¢és mtsai,, 2005). Megjelenési formajuk a kor eldrehaladtaval
folyamatosan valtozik, a gyerekek ors6i hosszabbak, mig iddsebb emebereknél szadmuk
fokozatos csokkenést mutat (Fogel és Smith 2011, Nicolas és mtsai., 2001). Az orsok normalistol
eltérd eléfordulasa kiilonb6zo patologias allapotokra jellemzd. Skizofrén betegeknél az orsok
rovidiilnek, és gyakorisaguk is csokken. Ezzel szemben a gyerekkori mentalis retardaciora az
atlagosnal jelentésen hosszabb orsok jellemzoek (Ferrarelli és mtsai., 2007, Gibbs és Gibbs
1962).

Az alvasi orsok keletkezésérdl tobb elmélet sziiletett. Talamikus eredetiikre utal, hogy
dekortikacié utan a talamikus orsok tovabbra is jelen vannak (Contreras és mtsai., 1996).
Steriade az nRT orsdgenerator szerepét feltételezte, mivel annak egyoldali Kiirtasa az orsok
eltinéséhez vezet a TC sejtekben és az ipszilateralis kéregben egyarant (Steriade és mitsai.,
1985), ezenfeliil az afferenseitél megfosztott nRT képes spontan orsé 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 1984b, von Krosigk és mtsai., 1993).

Mind a TC, mind az nRT sejtjeit dualis tiizelési mintazat jellemzi. Depolarizalt

memberanpotencialon (~-60 mV felett) egyedi acids potencialokbol allo, ugynevezett tonikus



tiizelés, mig hiperpolarizaltabb membranpotencialon rovid, 200-300 Hz frekvenciaja
kisiiléssorozatokat (burst) produkalnak (Hirsch és mtsai., 1983). Ennek alapja egy alacsony
membranpotencialrol aktivalodo Ca2+-éram, a T-aram (Jahnsen és Llinas 1984a, Jahnsen és
Llinas 1984b). Ez az aram magasabb membranpotencialon inaktiv, deinaktivaciojahoz 50-100
ms hiperpolarizacio sziikséges. Aktivalédva egy alacsony kiiszobii ca® potencialt (low threshold
spike, LTS) hoz létre, melyen nagy frekvencias (200-300 Hz) Na'-, és K*-fiiggd akciospotencial
sorozatok tilnek. Lassu hullamu alvés, illetve altatas alatt a burst iizemmdd jellemzd a talamikus
sejtekre, ébrenlét, illetve REM alvas alatt viszont f6leg tonikusan tiizelnek (Steriade és
Deschenes 1984b). A sejtek tiizelési mintazatat azok nyugalmi membran potencial értéke szabja
meg (Jahnsen és Llinas 1984a, Jahnsen és Llinas 1984b). Ez utobbit modulator hatasu anyagok
szabalyozzak, a haldzat aktualis allapota alapjan. Ilyen moduldtorok a noradrenalin (NA),
hisztamin (His), szerotonin (5-HT), glutamat és az acetilkolin (Ach) lehetnek, melyek
koncentracidja az alvasi ciklusnak megfeleléen valtakozik. Novelve a koncentracidjukat a
“leaky” K'-4ram zarasa révén depolarizaciét idéznek elé, ami burst médbol 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).

A burst tizemmod az alapja az alvasi orsok kialakulasanak is. A TC sejtek szinkron
burstje szintén burst tiizelést indukdl az nRT neuronokban. Ez t6bb tiz milliszekundumra
legatolja a TC sejteket, melynek végén azok egy visszacsapd (rebound) burstot tiizelnek, igy
yjrainditva 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.

Ahhoz, hogy ezeknek az oszcillacioknak a lefolyasat megérthessiik, az ezeket létre
hozd, egymaéssal kapcsolatban 1évd populaciok vizsgalata elengedhetetlen. Csoportunk korébbi
kisérleteiben megvizsgalta a reciprok kapcsolatban allo nRT és TC sejtek aktivitdsat az alvasi
orsok egyes ciklusaiban, kiilonb6z6 hossziisagu orsok esetében. Szoros dsszefliggést tapasztaltak
a résztvevd nRT neuronok és az orsok hossza kozott, mig a TC neuronok esetében csupan
gyenge kapcsolatrél van sz6. Az elsd ciklusban résztvevd nRT populacié mérete és az orsok
hossza kozott szoros, negativ korrelacié tapasztalhato, vagyis rovid orsok magas, mig hosszi
orsok alacsony nRT populacios aktivitassal kezdddnek. Ezek mellett az elsd és az utolsd
ciklusban résztvevd nRT populdcidé mérete, illetve az orso hossza kozott is szignifikans kapcsolat

mutathaté ki. Mindez azt feltélezi, hogy az orsok hosszat azok kezdetén résztvevd nRT



populacidé mérete hatarozhatja meg, ami megszabhatja az oszcillacié elére meghatarozott kezdeti
¢s végpontja kozotti lefutasat. Ezek alapjan az orsok hosszat két lehetséges mechanizmus
alakithatja ki. Egyrészt az nRT populacié mérete kozvetleniil meghatarozo lehet, masrészt a
halozat aktualis allapota lehet az, ami az nRT populacid méretén keresztiil hatdrozza meg az
orsok hosszat.

Az nRT populécio mérete €s az orsok hossza kozotti 0sszefiiggés tovabbi vizsgalatanak
egyik modja kiilonb6zé méreti nRT populaciok aktivalasaval lehetséges. A neuronok aktivalasat
korabban elektromos stimulédlassal végezték. Ez a megoldds ugyan teriilet szelektiv, de nem
specifikus adott sejtpopulacidkra. A problémat egy az elmult 10 évben felfedezett fényérzékeny
fehérje, a channelrodopszin (Chr) hidalta at, ami fény hatdséra konformécio valtozéassal reagal
(Nagel és mtsai., 2002, Nagel és mtsai., 2003). A Chr egy nem specifikus kation csatorna, ami
kék fénnyel valé megvilagitas hatdsdra megnyilik, ionateresztd képessége megnd, ami a sejtet
depolarizalja. A Chr-t szelektiven expresszaltatva adott sejtpopulaciokban, igy az nRT
neuronokban is lehetdség nyilik azok specifikus aktivalasara.

Néhany évvel ezelott Halassa és Moore VGAT-Chr2 transzgenikus egerek nRT neuronjait
stimulalva alvasi orsokat valtott ki (Halassa és mtsai., 2011). Ebben az egérvonalban a Chr2-
eYFP a vezikularis GABA transzporter gén promotere altal meghajtva expresszalodik, lehetdvé
téve a GABA-erg neuronok szelektiv targetalasat. Ugyanilyen miikodési elven alapszanak a PV-
Chr2 egérvonalak is, ahol a Chr2 a PV gén promotere utan talalhato. Vagyis azok kizarolag PV
immunpozitiv neuronokban irédnak at, ami az nRT sejteit is jellemzi (Zhao és mtsai., 2011). A

Chr2-hoz kotott fluoreszcens fehérje, az eYFP a sejtek anatomiai behatarolasat is lehetové teszi.

5 Célkituzések

Korabbi eredményekbdl kiindulva az nRT kezdeti aktivitasi szintje negativan korreldl az
alvasi orsok hosszaval (burst ciklusok szamaval) a talamuszban. Vagyis hosszabb, tehat tobb
ciklusbol allo orsok esetében alacsony, mig rovidebb, kevesebb ciklusbol all6 orsok alatt
magasabb az nRT populédcio részvételi valosziniisége az orsok 1. ciklusaban. (Barthd és mtsai.
2014) (1. abra). Azt, hogy mi okozza a hosszbéli varianciat a neuronpopulaciok szintjén, ezidaig
nem tudjuk. A kezdeti allapot és az orsok hossza kozotti Osszefiiggés arra enged kovetkeztetni,

hogy az orsdk hosszat a retikularis és TC sejtek halozati allapota elére meghatarozza, illetve a
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résztvevod nRT sejtek szama is determinalhatja az oszcillacid hosszat. Abban az esetben, ha ez
utobbi hipotézis a valds, kiillonb6zé méreti nRT populaciok aktivalasaval eltérd hosszliisagu
orsOkat lehetne kivaltani. Azonban ha ilyen fajta 0Osszefliggés nem tapasztalhato,
valoszintsithetden a haldzati allapot az, ami az aktivalt nRT popoulacidé méretének valtoztatasan
keresztlil meghatarozo az oszcillacio hosszat illetéleg. Ahhoz, hogy erre valaszt kaphassunk, az

alabbi célokat tiiztik ki:

e  Megvizsgaljuk, kivalthatéak-e alvasi orsok a talamusz VPM magjaban az nRT
optogenetikai stimulalasanak hatisara, valamint azok kiilonbozdségét a természetes modon

megjelend orsokétol.

e A fényimpulzus intenzitasat, illetve idOtartamat véltoztatva vizsgaljuk az egyes

paramétérekkel torténd aktivalas hatasat az orsok hosszusagara.

e  Megvizsgaljuk a kiilonboz6 alvas-ébrenléti szintek, vagyis a haldzat hatdsat az orsok

kivalthatosagara.
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valdszinlisége, mig alacsonyabb részvételi valosziniiség hossza orsoknal figyelheté meg mind szabadon
alvo (A), mind uretan altatott (B) esetén, mig a talamokortikalis (TC) neuronok nem mutatnak efféle

Osszefiiggést.



6 Anyagok és médszerek

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
végeztilkk. Minden kisérletet az Eurdopai Unid eldirdsa, a Magyar Tudomanyos Akadémia
Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézet etikai eldirasai szerint ¢€s az FEtikai Bizottsag
engedélyével hajtottunk végre.

A transzgenikus egereket Gt(ROSA)26Sor/CAG/chr2(H134R)/eyfp és vGat/IRES-cre és
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 hatdsdra a stop jel delécionak nem esik ala. Ettdl kezdve a Cre
expresszalo sejtekben megindulhat a fazids protein transzkripcidja. Nevezetesen a VGAT illetve
a PV pozitiv sejtekben (Cre rekombinazt expresszalnak) kifejezédik a Chr2-eYFP fazios protein,
ami kilill a sejtek membranjaba, majd a tovabbiakban kék lézerstimulus hatdsara a Chr2 képes
lesz konformacio valtoztatasra.

Az altatashoz minden esetben uretant hasznaltunk (0,012g/100g testtomeg). Az
elektrofiziologiai elvezetések 32 csatornds, 4 agh oktrod, vagy 2x16 csatornas linedris szilikon
alapu elektrodokkal torténtek (Neuronexustech, MA). Az elsé elektrodtipusnal egyes agak kozott
200 pm a tavolsag, valamint minden elektréda 4gon 8 mérdpont taldlhatd (oktrod), 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 hullamhosszt kék fénnyel
stimulaltuk. A elektrodot €s az optikai szalat Dii membranfestékbe martottuk, hogy az elektrod
¢s a fiber tényleges helyét a késdbbiekben rekonstrualni tudjuk.

Az elvezetéseket 64 csatornas erdsiton (2000x gain 0,3 Hz feliilateresztd szilird) végeztiik,
a jelet 20 kHz frekvenciaval digitalizatuk (National Instruments). Az Osszes analizis MATLAB-
ban (Mathworks, CA) tortént. A soksejt aktivitast (MUA) 500-7000 Hz kozott detektaltuk.

Az alvasi orsok detekciojahoz kontinuizalt MUA-t hasznaltuk, nevezetesen az akcios

potencialokat 11 ms hosszi Hamming ablakkal konvolvaltuk, a keletkezett jelet 7-20 Hz kozott



megszurtiik, és erre burkologorbét illesztettiink. A kiiszobértékeket meghaladé (2 SD > 100 ms
¢s 1 SD > 300 ms) aktivitast orsoként detektaltuk.

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

azokat.

7 Eredmények

Az elvezetéseket sok csatornds szilikon alapu elektrodakkal végeztiik uretan altatas alatt.
Ez az altatasi mod lehetdséget nyit arra, hogy az alvési orsokat Ossze lehessen hasonlitani a
természetes alvas soran kialakuld orsokkal, mivel az orsok atlagos hossza (10.7+6.0 ciklus/orsé
természetes alvas soran, 9.5+5.3 ciklus/orsd uretan alatatds alatt), illetve azok frekvencidja
(12.65+1.89 Hz természetes alvas esetén, 12.91+£1.63 Hz uretan altatasban) hasonldéan alakul
mindkét allapotban. Masik fontos tulajdonsdga ennek az altatonak, hogy a kiindulési
eredményekhez hasonldan uretan altatas alatt is megfigyelhet6 az orok hossza és az nRT kezdeti
populacios aktivitasa kozotti negativ korrelacio (1.B abra). Ezek mellett megengedi, hogy az
alvas szakaszai kozotti valtakozasokat vizsgaljuk, mivel periodikusan az ébrenlétet mimikalo
(deszinkronizalt kérgi aktivitds) és a mély alvas (szinkronizalt aktivitds) kozott valtakozik az
altatds mélysége, hasonloan a természetes alvds soran tapasztaltakhoz. Deszinkronizalt
allapotban mind a kéregben, mind a talamuszban jellegzetes tonikus sejtaktivitas Volt
megfigyelhets, amiket kis amplitidoju, magas frekvencias jelek jellemeznek. Ilyenkor a
talamusz sejtjei relative depolarizaltak (-50 mV koriil), és egyedi akcids potencidlokat tiizelnek.
Ezzel szemben a teljesen szinkronizalt allapotra jellemzd lassu hullamu aktivitas alatt a soksejt
akivitas alapjan nagy amplitadoju, alacsony frekvencias jelek keletkeznek. Ekkor a talamikus
sejtek hiperpolarizaltak (-60 mV alatt), és visszacsapo kistiléssorozatokat (burst) produkalnak. A
spontan orsok megjelenése az enyhén szinkronizalt szakaszokra jellemzd, ami a természetes

alvés 2. stddiumaval analdg, vagyis ebben a szakaszban jelentkeznek az alvési orsok.
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A Kkisérletekhez vezikularis-GABA-transzporter-channelrhodopszin (VGAT-ChR, 9 allat,
17 Kkisérlet), illetve parvalbumin-channelrhodopszin (PV-ChR) (3 allat, 8 kisérlet) egereket
hasznaltunk. Ezekben az allatokban az NnRT 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 rogzitve, a
kornyéki axonterminalisokat célozta a VPM-ben (n=15) (2. abra). A spontan orsok mellett (3.A
abra) Halassa és Moore (2011) eredményeivel parhuzamban, az nRT-t érd fénystimulus hatasara
is sikeriilt orsokat kivaltani a VPM-ben (3.B abra). Az eredmények mindkét allattérzsben,

illetve stimulacios felallasban konzisztensek voltak.

B

2. abra: VGAT-Chr2 egér agyabol késziilt koronalis metszetek (60pum).
(A) Az nRT-n beliil a sejtek szomatodendritikus régidja (B, fehér csillagok), ill. a VPM-be nyuld

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 erGsen fliggott az altatas aktualis mélységétél (4. abra). A
stimulus sem teljesen szinkronizalt, sem deszinkronizalt allapotban nem valtott ki orsot. Ezzel
szemben az enyhén szinkronizalt szakaszokban mind a spontan, mind a kivaltott orsé aktivitasa
gyakori volt, tehat azok megjelenése a halozat egy adott allapotahoz kotott. Egy-egy alvasi ciklus

5-10 percig tartott, amin beliil a kiilonb6zd allapotok ciklikusan kdvették egymast. Az orsok

jellemzdi az enyhén szinkronizalt szakaszon beliil is variltak, a deszinkronizaltabb szakaszoktol

a szinkronizaltabb felé haladva frekvenciajuk csokkent, hosszuk megnétt (4. A,B abra).
Kiindulasi hipotézislink szerint kiilonb6zé méretii nRT populaciok aktivalasa az orsok

hosszdnak valtozasaban nyilvanulhat meg. Optogenetikai eszkozokkel ezt kétféleképpen
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3. abra: Spontan és fénystimulussal Kivaltott orsok nyers elvezetése

Spontan orsok elvezetése a VPM-bol. A kék, zold, piros és vilagoskék szinek a talamuszba éré 4 aga

elektroda egy-egy agat reprezentaljak. Mindegyik agon 8 db elvezetd pont van, ezért 6sszesen 32 csatorna

elvezetését latjuk. (A) Spontan megjelend orsok a talamuszban. Az egyik elvezeté agon az orsok ciklusait
a piros ellipszisek jelolik. (B) Optikai stimulus (fekete haromszog) hatasara kivaltott orsok elvezetése.
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lehet elérni: a stimulus intenzitasanak, illetve idOtartamanak valtoztatasaval. A stimulus
erésségét novelve tobb Chr fehérjében, valamint nagyobb szdmu nRT neuronban érhetd el egy
kiiszob feletti aktivitasi szint, ami tobb csatorna megnyilasat, és a sejtek kisiilését eredményezi.
Emellett a fény térbeli kiterjedése is valtoztathaté ezzel a moddszerrel. Tehat a kiindulési
eredmények alapjan a fény intenzitasat emelve (0.1-10 mW, 10ms, n=14) (5. abra) nagyobb
méretl nRT populaciot aktivalunk, ami rovidebb orsokat eredményez. Az orsdk hossza a
fényimpulzus hosszanak novelésével (2-40 ms, 5,4mW, n=11) (6. abra) is valtozhat. Hosszabb
ideig tartd megvilagitds noveli a csatorndk nyitvatartasi idejét, igy tobb kation aramlik a sejt
belsejébe, ami a sejtek Kkistilését teszi lehetévé. Nagyobb teret enged az nRT neuronok
recruitalodasanak is, mivel az igy szétterjedd aktivitas egyre nagyobb méretii nRT populaciot
von bele az oszcillacidba, igy az alvasi orsok hossza lecsokken. Ezekkel az eszkozokkel
manipulalhatova valik az aktivalt populacido mérete, vagyis ennek tényleges hatasa az orsok
hosszara vizsgalhatova valik.

A fénystimulus paramétereit valtoztatva az orsok kivalthatosaga fliggdtt az altatas
mélységétol, vagyis azokra a szakaszokra korlatozodott, amikor azok spontdn moddon is
eléfordultak (5. A, B abra; 6. B abra). Az enyhén szinkronizalt allapotban mind a spontan, mind
a kivaltott orsok hosszaban gyenge komodulacié mutatkozott (5. B abra), azok hasonloképpen
valtakoztak az adott szakaszon beliil (R=0.21, p<0.001). Ezekben a periddusokban a
leggyengébb stimulusok ritkan indukaltak orsét (5.A abra, bal panel), az ennél nagyobb
fényimpulzusok viszont ki tudtak valtani orsokat. Ugyanakkor teljesen szinkronizalt, vagy
deszinkronizalt allapotban maximalis intenzitasti stimulacié sem volt hatasos. Ezenfeliil a
maximalis intenzitds hatdsdra kozvetlenlil az ors6z6 szakaszok el6tt a deszinkronizalt
stadiumban, illetve utana, a szinkronizalt szakaszok kezdetén is el6fordultak kivaltott orsok (5.B
abra, piros oszlop). Ennél a stimulus paraméternél az enyhén szinkronizalt szakaszokon kiviil
egy P-frekveciaju oszcillacid volt megfigyelhetd. Az orsok kivalthatosaganak valdszintisége 0%
és 56% kozott ingadozott, novekedett mind a stimulus intenzitasanak (5.C abra), mind
id6tartamanak novelésével (6.B abra). Ezek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy az alkalmazott
stimulus paraméterek hatasara valtoztatni lehetett az aktivalt nRT populacidé méretét.

Amennyiben az orsok hosszat kdzvetleniil az nRT populdcié mérete hatdroznad meg, ugy
a kiilonb6z6 stimulusok hatdsdra modosuld nRT populacié mérete az orsok hosszanak valtozasat

1dézné¢ el6. Ezzel szemben 24-bdl 20 kisérletben nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az orsok
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hosszaban a kiilonb6zo stimulussal kivaltott csoportok kozott, valamint a spontan orsokhoz
képest sem kaptunk szignifikans kiilonbség (p>0.05, Kruskal-Wallis teszt) (5.D abra, 6.C abra).
A fennmarado 4 kisérletben az eredmények nem voltak konzisztensek, a csoportok kdzott tobb
iranyban gyenge korrelacio mutatkozott. A stimulus paramétereit (0.14 mW, 4.4 mW, 10.5 mW,
1200 ismétlés) és az elvezetési koordinatakat 4 allatban azonos koriilmények kozott tartottuk,
hogy egy Osszesitett adathalmazt kaphassunk, azonban ezen beliil sem talaltunk szignifikans
kiilonbséget (Kruskal Wallis teszt, p=0.11) a kiilonb6z6 intenzitasokkal kivaltott orsok kozott.
Mindez azt mutatja, hogy a stimulus intenzitdsa nem kozvetleniil hatarozza meg az orsok
hosszat, feltehetéen a halozati allapotok folyamatos fluktuacidja az, ami meghatdrozo. Habar a
spontan és a kivaltott orsok hossza az adott szakaszon beliil hasonloképpen valtakozott, azok
eloszlasdban kiilonbség mutatkozott. A kisérletek 41,6%-aban (24-bél 10 kisérletben)
szignifikans kiilonbséget figyeltink meg (Mann-Whitney teszt) (7. abra), a kivaltott orsok
szdma foként a hosszeloszlas két végén volt kevesebb. Feltehetden ezeknek a létrejottéhez
precizen kialakitott populacidés mechanizmusok tarsulnak, amit a fény indukalta aktivitadsokkal

nem lehet kellé pontossaggal utanozni.

stimulus

4 . abra:

Alvasi orsok
kivalthatosaga

fiigg a haldzat
allapotatol

A) Talamikus
retikuldris mag

(nRT) e
optogenetikai ?c_:l
stimulalasaval
kivaltott soksejt-
aktivitas (MUA)

a talamusz VPM
magjaban uretan
altatas alatt. A
stimulusok (piros - >
fiiggbleges
vonal) 5
masodpercenként
kovetik egymast. 1000 ms 1000 ms
A rendszer

spontan fluktual szinkronizalt (z61d nyilak) és deszinkronizalt (kék nyilak) allapot kdzott. A stimulacid
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 orsoknak mind a
hossza, mind a frekvencidja valtozik az allapot fliggvényében.
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5. abra: A kivaltott orsok hossza fiiggetlen a stimulus intenzitastol

A) Harom kiilonféle stimulus erésséggel (0.12, 1.6, 12.6 mW; 10 ms) kivaltott MUA aktivitas az
elektroda egyik agan. A fényimpulzusok 5 masodpercenként kovették egymast, a fliggdleges szaggatott
vonalak mutatjak a stimulus idopontjat. A 0.12 mW stimul4ci6 tobbnyire nem éri el az orsok kivaltasahoz
sziikséges kiiszobot (kék ellipszis), az ennél magasabb intenzitasok az enyhén szinkronizalt allapotban
tobbnyire ki tudtak valtani orsot (piros ellipszis). B) A kivaltott orsok hossza az id6 és a stimulus
intenzitas fiiggvényében (fekete: spontan orsok). A kivaltott és a spontan orsok egyiitt jelentkeztek,
ezeken az ors6z6 szakaszokon belill az orsok hossza nagyfokil varianciat mutatott. C) A stimulus
intenzitast novelve novekedett az orsok kivalthatosaganak valoszinlisége. D) Spontan, illetve kiilonb6z6
intenzitasokkal kivaltott orsok hossza dobozdiagramon. A kiilonb6z6 csoportok kdzott nincs szignifikans
kiilonbség.
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6. abra: A kivaltott orsék hossza fiiggetlenek a stimulus idétartamatél
A) Mint az 5. abra, intenzitas helyett kiilonb6z6 hosszusagh stimulusokkal (2, 10, 40 ms; 6 mW). B) Az
optikai stimulus hosszanak novelésével nétt az orsok kivalthatosaganak valoszintisége, C) viszont az

orsok hosszaban itt sincs szignifikans kiillonbség az egyes csoportok kozott.

I <pontin orsok
I iviltott orsok

orsok szama (normalizalt)

S B = -

500 1000 1500 2000 2500
orso hossza (ms)
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7. abra: Spontan és
kivaltott orsék hosszianak
eloszlasa.

A  rovid (600 ms-nal
kevesebb), illetve hossza
(1100 ms-nal hosszabb)
orsok szama nagyobb a
spontan esetben, mint a
kivaltott orsoké, a kisérletek

Osszesitett adatai alapjan.



8 DiszKkusszio

Az alvasi orsok iniciacidjarol, frekvencidjanak alakuldsardl illetve hosszardl ezidaig
kevés informacio all rendelkezésiinkre. Az orsok hosszanak vizsgalata soran csoportunk azt az
eredményt kapta, hogy az orsok kezdetén aktivalodott nRT populdcid mérete negativan korrelal
az orsOk hosszaval. Vagyis az orsé els6 ciklusiban megfigyelt kis nRT populacios aktivitas a
hosszu, mig nagy nRT populacios aktivitas a rovid orsokra jellemz6 (Bartho és mtsai., 2014).
Ennek hatterében két lehetséges mechanizmus éllhat: az aktiv nRT sejtek szdma kdzvetleniil
hatarozza meg az oszcillacid hosszat, vagy az nRT populacié mérete, igy az orsok hossza a
halézat aktudlis allapotanak a fliggvénye.

Kisérleteinkben optogenetikai stimulalassal kiilonb6zé méreti nRT populéciokat
aktivaltunk, hogy megvizsgaljuk azok hatasat a kialakuld orsok hosszara. Az aktivalt populacio
méretét a fény intenzitdsanak, valamint idétartamanak novelésével értiikk el. A fénystimulacio
altal kivaltott orsok hossza nem mutatott szignifikdns valtozast a stimulus paramétereinek
hatasara, sem az egyes stimulusok, sem a spontan megjelend orsokhoz képest. Mind a kivaltott,
mind a spontan orsok egy halozati allapothoz, az enyhén szinkronizalt szakaszokhoz kototten
jelentkeztek. Ezekben a periddusokban a leggyengébb stimulusok ritkan indukaltak orsoét,
feltehetden ezek a kiiszob alatti intenzitasok nem voltak elégségesek kelld szamu Chr csatorna
megnyilasahoz, igy az nRT neuronokba aramlé pozitiv ionok szintje nem érte el az értéket, hogy
létrehozzanak egy kell6 mértékii depolarizaciot, igy egy burst kisiiléssorozatot. Kiiszob feletti
intenzitassal stimulalva mar elegendd mértékben depolarizalodhattak a sejtek egy orso
oszcillaciot beinditasdhoz. Meglepd modon a legerdsebb fényimpulzusok a spontan megjelend
orsok eldtt, illetve kozvetleniil az ors6zé szakasz utan is képesek voltak orsokat indukalni.
Ezekben az idészakokban a neuronok instrinsic tulajdonsidgai nem teszik lehetévé, hogy a két
populaciéban megfeleld ritmust reciprok burst kisiilést generaljanak, azonban egy kell6en erds
kiils6 behatas elegséges lehet ahhoz, hogy egy gyors kisiilésorozatot indukalhasson. Mivel a
legnagyobb intenzitasti fényimpulzus az ors6zé szakaszokon kivil is egy afiziologias -
frekevenciaji oszcillaciot idézett eld, valoszinisitjiik, hogy ezekben az esetekben is a
fényimpulzus hatdsat latjuk. Novelve a stimulus idétartamét, vagy az erdsségét az orsok
kivaltasanak valosziniisége is novekedett. Ez feltehetden az aktivalt sejtek rekruitalodasanak, igy

a populacio méret novelésének kovetkeztében valosult meg. Mindez arra enged kdvetkeztetni,
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hogy nem kozvetleniil az nRT pupolacié, hanem a halozat aktualis allapota az, ami az
aktivalodott nRT populacié méretén keresztiil meghatarozza az orsok hosszat.

Mi allhat akiilonbozé halozati allapotok hatterében? Feltehetdleg a kortikotalamikus
hatasok, illetve a moduléatorok szintjének (acetilkolin, noradrenalin) fluktuacioja meghatarozo.
Ez utobbi esetben a modulator hatasu anyagok a leaky K*-aramok befolyasolasaval szabalyozzak
a talamikus sejtek membranpotencialjat. Deszinkronizalt stddiumban a VPM neuronjainak
nyugalmi membranpotencial értéke pozitiv iranyba tolodik el, emiatt torténhet, hogy az nRT
felol érkezd gatld bemenet nem elegendé a T-tipusu 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 kvetéen a TC neuronok serkentd
bemenetet kiildenek az nRT felé, tovabb folytatva ezt a ping-pong szeri folyamatot. Mély
altatasban viszont a membranpotencial tul alacsony lehet a visszacsapd Kkisiiléssorozat
generalasahoz, igy a TC-nRT interakci6 fenntartdsdhoz.

Kovetkezésképpen az orsok hosszbéli variancidja Osszefiiggésben van a haldzati
alakul. A membranpotencialok megfelel6 értékre valo allitasa, igy a sejtek tiizelési mintazata egy
magasabb halozati rendszerhez kototten valdsul meg. Ez az, ami meghatarozza azt az éllapotot,
amikor az nRT neuronok képesek az ors6 genezisre, ugyanakkor az orsok hossza az nRT aktualis
tiizelési mintazatanak a fliggvénye. Tehat mind a héalézatban, mind az nRT-ban térténd valtozas
kihatéassal lehet az orsok hosszara.

Ahhoz, hogy koézelebb keriiljiink a pontos populaciés mechanizmusok megértéséhez,
sziikségszeriien a kérgi hatasok vizsgalata volna a cél. Igy mind a kéreg, mind az nRT pontos

szerepe vilagossa valna az orsok hosszanak alakulasaban.
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