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Bevezetés

Az agytorzs raphe-magjaiban talaljuk a szerotonin (5-HT)-tartalmu sejteket, am az itteni
vetitd sejtek egy jelentds hanyada nem szerotoninerg. Mind a szerotoninerg, mind a nem-
szerotoninerg  vetitd  raphe-sejtek nagy részében  kimutattdk a  vezikularis
glutamattranszporter harmadik izoformdjat (VGIuT3). Ezek alapjan feltételezziik, hogy a
raphe-magok projekcidiban a szerotonin mellett glutamaterg komponens is jelen van.
Hagyoményosan a raphe-magokat lokalizacidjuk alapjan csoportositjuk, a kdzépagyhoz a
nucleus raphe dorsalis (DR), a nucleus raphe medianus (MR), a nucleus linearis caudalis és a
B9-es sejtcsoport tartozik, mig a nyultveldben taldljuk a caudalis raphe-magokat (nucleus
raphe magnus, nucleus raphe obscurus, nucleus raphe pallidus). A szerotonintermeld sejtek
szervezOdésének megértését nagyban segitette, hogy lehetdvé valt a raphe-magok sejtes
Osszetételének, valamint projekcidinak a szerotoninerg vonal kiinduldsi rhombomérainak
azonositdsa alapjan torténd csoportositdsa. A DR szerotoninerg sejtjei az elso,
legrostralisabb rhombomérabol szarmaznak, a MR az elsé harom rhombomérabdl vegyesen.
A caudalis raphe-magok az 06todik vagy anndl caudalisabb rhombomérakbol
differencidlodnak, és a gerincveldbe leszallo palydkat képeznek. Mivel a kiilonbozd
szelvényekbdl fejlodd neuronok kozott jelentds génexpresszids kiilonbségeket talaltak, ezek
kozott a funkciondlis eltérések is jelentdsek, példaképpen a masodik rhombomérabodl eredd
sejtekre depolarizaltabb nyugalmi membranpotencidl jellemzd, mint a MR mas
rhombomérabol odavandorlo sejtjeire. Azonos rhombomérabol differencialodo sejtek
esetében is lehet expresszids kiilonbség egyes kulcsfontossagti — példaul metabotrop és
ionotrop receptorokat, egyéb ioncsatorndkat és a szinaptikus jelatvitelben részt vevd
proteineket kodold — gének aktivitdsdban. A masodik rhombomérabol szdrmazo sejtekre —
csoportszinten — jon¢hany gén nagyon variabilis expresszidja jellemz0d. Ezek kozé a gének
koz¢ tartozik a VGIuT3 génje is, amely alapjan két alcsoporta tovabboszthatok ezek a sejtek.
A VGIuT3-at nagymértékben termeld neuronokra a szerotoninerg fenotipus alig jellemzd, a
masik alcsoportban pedig a szerotonin szintézisét végzo triptofan-hidroxilaz génjének magas
aktivitasa alacsony VGIluT3-expresszioval tarsul.

A raphe-magok innervacios preferencidja is kiilonbozd. DR, MR ¢és a B9-hez tartozé sejtek
felszallo palyakat adnak, azaz a kozépagy ¢€s az eldagy teriileteit innervaljak. Az agykéregbe
vetitd raphe-rostok morfoldgiailag kiilonboznek, a MR rostjain jellegzetes vastag
varikozitasokat taldlunk, a DR rostjai pedig vékonyak, nagyon aprd, am slirlin elhelyezkedd,
esetleg orsdszerlien kissé megvastagodo varikozitasokkal. Beidegzési preferenciajuk szintén
kiilonbozik, a DR szerotoninerg sejtjeinek rostjai erdteljesen innervaljak tobbek kozott a

neocortex felszines rétegeit, a striatumot, a hypothalamust, a basolateralis amygdalat. A DR



caudalisan elhelyezked6 sejtjeire, amelyek a B6 sejtcsoportot alkotjak, jellemz6 a limbikus
rendszer innervacidja. A MR szerotoninerg sejtjeinek axonjai joval behataroltabb
célteriileteket preferalnak, stiri rostfelhdt képeznek példaul a medialis prefrontalis kéregben,
a perirhinalis kéregben, valamint a limbikus rendszerben, igy a hippocampusban, a nucleus
septalis medialisban, a Broca-féle diagonalis kotegben vagy a Gudden-féle tegmentalis
magokban. A VGIuT3 a hippocampust, a nucleus septalis medialist és a medialis prefrontalis
kérget innervald raphe-rostok tobbségében jelen van, tovdbbd kimutattdk a ventralis
tegmentalis aredba, substantia nigraba vagy a hypothalamus egyes magcsoportjaiba vetitd
raphe-sejtekben is. A VGluT3-expresszalo sejtek efferenseirdl alkotott képhez hozzatartozik,
hogy lokélis vagy tavoli termindlisaik nem mindegyikében jelenik meg a VGIuT3. A MR-
ban és a DR-ban a szerotoninerg neuronok és az ezekkel részben atfedé VGIuT3-expresszalo
sejtek mellett jelentds szamban eldéfordulnak az eldbbiektdl elkiilon6lé y-aminovajsav
(GABA)-iiritd6 neuronok, amelyek innervaljak és szabalyozzak a lokalis szerotoninerg
sejteket, de egyesek projektalnak is példaul a prefrontdlis kéregbe vagy a nucleus
accumbensbe, tovabba kisebb szdmban dopaminerg sejtek is talalhatok.

A MR ¢és a DR afferenseiben is eltéréseket taldlunk. A MR — ellentétben a DR-val — jelentds
beidegzést kap a nucleus septalis medialisbol, a Broca-féle diagonalis kotegbdl. A
hypothalamus némely régi¢jabol szintén tobb afferenst kap, mint a DR. Ugyanakkor az
amygdala, a nucleus interstitialis striae terminalis, a striatum vagy a bazalis eldagy —
kiilonbség a két raphe-mag kozott, hogy a MR-t jelentds bemenetét adja a habenula lateralis,
a habenula medialis, tovabba a nucleus interpeduncularis. A két raphe-mag eltérd
kapcsolatainak kdvetkezménye az eltérd funkcionalitdsuk. A DR szerotoninerg sejtjeinek
aktivitdsat a jutalomra hosszan kitarto, tiirelmes varakozassal, illetve vérhatd biintetés
elkeriilésével hozzdk Osszefiiggésbe, tehat a DR segithet a pillanatnyi és egy jovébeni
helyzet k6zotti ellentmondast athidalni. Ez a tulajdonsaga Osszefiigghet a dontések jovObeni
kovetkezményeinek szerotoninhidnyt kisérd nehézkes belatasaval, a szerotoninhianyhoz
szintén kapcsolodo kildtastalansadggal, kiizdelem feladdsdval €s magéaval a depresszidval.
az azzal szoros funkciondlis kapcsolatban 4all6 agyteriileteket szabalyozzék, ennélfogva a
tajékozodasban, eseménymemoridban Kkitiintetett jelentdségli hippocampus neuronhélozatat
modulaljak. A limbikus rendszer atkapcsoldjaként is felfoghatd habenula medialis, illetve a
szorongasos, averziv reakciok szervezésében szerepet jatszé habenula lateralis kozvetlentil

vagy a nucleus interpeduncularison keresztiill befolydsolhatja a MR hippocampust
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hozzajarulva szorongdsos viselkedés kialakuldsahoz. Ha a MR a hippocampus
informaciofeldolgozasaba hatékonyan képes beavatkozni, a kapcsolatuknak megbizhato
1dozitésti jelatvitellel kell mitkddnie. Ebben kulcsszerepet tolthet be a VGIuT3, amely
hatékony glutamaterg transzmissziot biztosithat.

A hippocampus halozataba torténd hatékony beavatkozasnak masik biztositéka a
kalbindintartalmti interneuronokkal, kolecisztokinintartalmi kosarsejtekkel és egyes
interneuron-specifikus interneuronokkal 1étesitett szelektiv szinaptikus kapcsolat, amelyet a
vastag, foleg MR-eredetli raphe-rostok képeznek. Vélhetéen foként a vékony rostokbol
volumen transzmisszidval felszabadulod szerotonin viszont a neuronhaldzat tobbi tagjat is
kozvetleniil elérheti. A szerotonin hatdsa egyrészt a principalis sejtek erdteljes
hiperpolarizalasa kovetkeztében a gyenge serkentd bemenetek kisziirése, masrészt az
erésebb bemenetek fokozasa a lasst utohiperpolarizacid gatlasa kovetkeztében. A szerotonin
erdteljesebben gatolja a distalisabb dendritszakaszokra érkezd lateralis perforans palyanak,
mint a dendritek kdzépso szakaszara érkez6 medialis perforans palyanak a bemenetét, ezzel
modulélja az entorhinalis kéregbdl beérkezd informécio tartalmat. Valtozatos metabotrop
receptorain keresztiil eldtérbe hozhatja az aktudlis térbeli helyzet hozzékapcsoldsat az
ujonnan megerdsddd hippocampalis kapcsolatokhoz. A modulacidé megfeleld iddbeli
felbontasat €s a zajszlirés erdsitését részben az ionotrop 5-HT; receptorok altal aktivalt
kolecisztokinintartalmu kosarsejtek és interneuronszelektiv interneuronok biztosithatjdk. E
szinaptikus kapcsolatban esetlegesen jelen 1évd glutamaterg transzmisszid (kotranszmisszio)
jelentdsen fokozhatja a modulacié lehetdségeit a halozati aktivitas befolyéasoléasara.

A MR-nak a hippocampus halozatara kifejtett f6 hatdsanak az informaciokddolashoz
kapcsolodo, tajékozodasban és eseménymemoriaban kitiintetett jelentdségli theta-oszcillacio
deszinkronizacidjat, gatlasat tartottdk. Az éber allatokkal végzett kisérletek azonban
ellentmondasos eredményeket szolgéltattak, ennek oka egyrészt az lehetett, hogy nem
mindig ugyanazt a behatarolt teriiletet stimulaltdk, mésrészt pedig nem kiilonitették el az I-es
(helyzetvaltozast kisérd, kolinerg jelatviteltdl fiiggetlen, tovabba uretan-altatasban nem
kivélthato) és Il-es tipust (szenzoros aktivacidhoz kapcsolodd, kolinerg jelatviteltdl fiiggd,
alacsonyabb frekvencias) theta-aktivitast. Uretan-altatdsban a Il-es tipust thetdhoz hasonlo,
az éber allapothoz képest alacsonyabb frekvenciaja, kolinerg jelatviteltdl fiiggd theta alakul
ki, ez és a Il-es tipus kozti kiillonbséget nem definialtak egyértelmiien. Az I-es és Il-es tipust

theta-aktivitasra eltérd hatasa van a raphe-stimulalasnak. A DR, valamint a MR k&zépso-
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tipustt theta-hulldmokat segiti. Kialakult egy modell, amely szerint a raphe-magok
szerotoninerg projekcidja a navigaciohoz kapcsolodo, I-es tipust theta-aktivitast erdsitené, a
kolinerg transzmissziotol fliggd theta-hullamokat pedig géatolnd. A navigacidt tdmogatod
szerotoninerg modulaci6 6tlete mellett szol annak sejtszintli hippocampalis hatésa is, hiszen
a medialis entorhinalis kéregbdl érkezd, térbeli pozicidval 0sszefliggd informacid fogadasat
segiti. A raphe-magok nem-szerotoninerg, feltételezetten glutamaterg efferensei pedig a II-
es tipusu, uretdn-altatisban is kimutathato, kolinerg jelatviteltdl fiiggd €és a szenzoros
aktivaciohoz kothetd theta-hulldmokat segitenék. Ezt a képet arnyalja, hogy az elektromos
stimulalas nem szoritkozik csak a szerotoninerg vagy csak a glutamdterg (esetleg mas)
sejtpopulaciora, tovabb4, a szerotoninerg sejtek farmakoldgiai manipulacidja — akér irtdsa —
kihat a benniik termel6dé VGIuT3-fiiggd glutamaterg komponensre is.

A kolinerg modulaci6 a figyelemfelkeltd, fajdalmas vagy kiilonleges jelentdségii szenzoros
ingerek hippocampalis feldolgozdsdban alapvetd szerepet jatszik, ¢és bar alig all
rendelkezésre adat a II-es tipusu theta-oszcillaciok alatti hippocampalis haldzati tevékenység
részleteirdl, ez a hullamtevékenység potencidlisan kisérheti a jelentds szenzoros ingeriilet
hippocampalis haldzatba érkezését. A raphe-efferensek glutamaterg komponensének pedig
lehet szerepe ennek a hullamtevékenységnek a fenntartdsaban, illetve a szerotoninerg gatlo
hatasok ellensulyozdsdban. A szenzoros aktivitdshoz kapcsolddd héaldzati theta-tevékenység
szenzoros kodolast a halézat ideiglenes, de idében nagyon pontos finomhangoldsaval is
szabalyozhatjak. Ez lehetdséget teremtene a poziciofiiggd ¢€s a kiilonos jelentdséggel bird
szenzoros informacidk kodolasanak hippocampalis Osszekapcsolasara. Ehhez viszont az
sziikséges, hogy a raphe-eredetli VGluT3-expresszalo palydk valoban nagyon gyors, idében
fokuszalt jelatvitelre legyenek képesek. A MR theta-aktivitasra gyakorolt szabalyozésanak
vizsgalata sordn véleményem szerint eldszor ezt a lehetdséget érdemes tisztazni. Ehhez némi
tampontot nyujt, hogy a MR alacsony frekvencias (0,5 Hz), illetve theta-frekvencias
elektromos stimulédlésa atallitja a hippocampalis theta-hullamok fazisat, tehat ez is arra utal,
hogy a MR képes beleavatkozni a hippocampus hdlozatanak folyamataiba egy theta-
ciklusnyi (mintegy 200 ms) id6nél precizebben is. A szerotoninerg rendszeren beliil a
glutamaterg komponens szerepe még tovabbra is kérdéses, azonban egyes glicinerg,
GABAerg vagy kolinerg neuronok esetében nyilvanvalo a VGIuT3 funkcionalis jelentdsége.
A VGIuT3 fokozhatja egyrészt a masik transzmitter tarolasat vezikularis szinergia révén,
illetve glutamaterg jelatvitelt is biztosithat. Okkal feltételezhetjiik, hogy a raphe-rostokban is
lehetdve teszi a glutamaterg szignalizacidt és funkciondlis alapot teremt egy gyors és

hatékony szubkortikalis modulacionak.



Célkitiizések

Doktori munkam sordn a szerotoninerg rendszer glutamaterg komponensét vizsgaltam in
vivo elektrofizioldgiai kisérletekkel. Elsd kisérletsorozatom célja volt kideriteni, hogy
mennyiben térnek el a VGluT3-at expresszald MR-sejteknek (méréseim sordn a célteriiletet
kiterjesztettiik a nucleus raphe paramedianusra is, a kett6t median raphe régidként — MRR —
nevezem a tovabbiakban) alapvetd elektrofiziologiai tulajdonsdgai a tobbi raphe-sejtétol,
hiszen feltételeztik, hogy a glutamaterg (ko)transzmisszidora képes sejtek masként
mukodnek, mint amelyek erre nem képesek. Specifikus kérdéseink: 1) A MRR VGIuT3-
expresszald  sejtjeinek tiizelési frekvencidja vagy variabilitdsa kiilonbozik-e a
szerotonintartalma sejtekétdl? 2) A MRR VGIluT3-expresszald, illetve szerotoninerg
sejtjeinek tlizelése fiigg-e a hippocampus allapotatol, illetve a szenzoros ingerlést6l? 3) A
MRR VGIuT3-expresszald ¢€s szerotonintartalmi sejtjeinek kisiilései kapcsolodnak-e a
hippocampus, illetve a prefrontalis kéreg hullamtevékenységének fazisdhoz?

A masodik kisérletsorozatban vizsgaltam, hogy a MRR efferenseinek egyik jelentds
célteriiletére, a hippocampusra milyen sejtszintli hatdssal lehet a szerotoninerg rendszerben
sokaig rejtozkodo glutamaterg komponens. A specifikus hatast elsésorban interneuronok
esetében kerestiik, amelyekkel a raphe-rostok szinapszisokat képeznek. Feltételeztiik, hogy a
glutamaterg jelatvitel gyors serkentést okozhat. Specifikus kérdéseink: 1) Mik a jellemzdi a
hippocampus interneuronjainak a MRR elektromos ingerlésével kivaltott gyors
serkentésének? Mennyire megbizhatéan véltja ki a stimuldlds ezt a valaszt, és milyen a
lecsengése? 2) Fligg-e az interneuronok reakcidja a glutamaterg receptorokt6l? Az AMPA-
tipustt glutamatreceptoroknak az elvezetett sejtre lokalizaloédd farmakologiai blokadja
megvaltoztatja-e a valasz karakterisztikdjat? Mi az ionotrop 5-HTs-receptor szerepe a
hatasban? 3) Az interneuronok valasza Osszefliggésben van-e azok neurokémiai vagy

elektrofiziologiai tuljadonsagaival?

Moédszerek

Kisérleteimet a MTA Kisérleti Orvostudomdnyi Kutatdintézetének  Agykéreg
Kutatdcsoportjdban végeztem. A kisérletes beavatkozasokat a munkahelyi allatkisérleti
etikai bizottsag és a Budapest Févarosi Allategészségiigyi és Elelmiszerellendrzé Allomas
engedélyezte. A kisérletek tervezése €s kivitelezése sordn minden erdfeszitést megtettiink a
részt vevd allatok esetleges fajdalménak, szenvedésének csokkentésére, illetve a lehetd
legkevesebb egyedet hasznaltuk fel. Mind a MRR sejtjeinek elektrofiziologiai jellemzése,
mind a raphe-hippocampalis rostok interneuronokra gyakorolt hatdsdnak vizsgalata sordn

felnott him Wistar patkdnyokkal dolgoztunk. Mindkét kisérletsorozatban az allatokat 0,007



ml/testsilygramm doézisu, 20%-os uretan-oldat intraperitonedlis injekcidjaval altattuk el,
majd azokat sztereotaxids célzokésziilékbe fogtuk be, és a koponyatetét az in vivo
elektrofiziologiai kisérlethez feltartuk. Az dallatok testhOmérsékletét a kisérletek alatt
homeotermikus fiitdpaddal 37 Celsius-fokon tartottuk.

A MRR-sejtek aktivitdsanak juxtacellularis regisztraldsa mellett a hippocampus és a
prefrontalis kéreg lokalis mezdpotencidljat (LFP) is kovettem. A 2—10 perces kontroll és a
fél percig tart6 farokcsipés altali szenzoros stimulacio alatti felvételeket kovetden a MRR-
sejtet Neurobiotin jeloldanyaggal feltoltdttem, majd az agyat fixaltam a sejt késdbbi
neurokémiai azonositasa céljabol. A 166 sejtjeldléses kisérletbdl 78 allat esetében talaltunk
jelolt sejtet. Azokat a kisérleteket, amelyekben egyértelmiien nem sikeriilt azonositani a
jelolt sejtet, vagy ahol a sejtjelélés a MRR-n kiviil esett, az adatelemzésbdl kizartuk. Az igy
maradt 60 MRR-neuronbol csak azokkal dolgoztunk tovabb, amelyeknek a neurokémiai
azonositasa is egyertelmiien megtortént, igy dsszesen 23 MRR-sejt adatait dolgoztam fel. Az
egyértelmiien azonositott, 5-HT- €s VGluT3-tartalom szerint négy csoportba osztott sejtek
elektrofiziologiai tulajdonsagait 6sszehasonlitottam. Spike2 szoftver segitségével, manualis
ellendrzés mellett detektaltam az azonositott sejtek akcids potencidljait. Ezutdn az adatokat
MATLAB kornyezetbe exportaltam, és minden tovabbi analizist ott végeztem a sajat magam
altal irt programok segitségével. Meghataroztam az akcids potencidlok atlagos hosszat, a
tiizelési frekvenciat ¢€s variabilitast a hippocampalis theta- ¢€s nem-theta-allapotok
fliggvényében, illetve a szenzoros ingerlés hatasara. A szenzoros stimulalasra adott tiizelési
valaszt az atmeneti és a tartds valtozadst megragadd paraméterekkel is jellemzetem.
Ezenkiviil a ritmikus tiizelés jeleit, tovabba a hippocampalis és a prefrontalis kérgi lasst és
theta-frekvencias hullamok fazisahoz kapcsolddo tiizelést kerestem. A neurokémiai
csoportok  kiilonbségeit egyszempontos nemparaméteres Kruskal-Wallis ANOVA
segitségével kerestem, a paronkénti szignifikdns eltéréseket Wilcoxon-féle -eldjeles
rangprobaval hatdroztam meg. Egy adott csoportnak két allapot kozotti dsszahasonlitasat
eldjel-teszttel végeztem.

A raphe-hippocampalis rostok interneuronokra gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata sordn a
hippocampalis neuronok tlizelését regisztraltuk juxtacelluldris elektrodaval, mikdzben
elektromosan stimulaltuk a MRR-t. LFP-elvezetéssel a hippocampus halozati aktivitasat
nyomon ko&vettiik. Kisérleteink jelentds részében farmakoldgiai tesztekkel vizsgéltuk a
regisztralt hatas kialakitasaért felelésnek tartott AMPA-tipust glutaméatreceptorok (az
antagonista lokalis iontoforézise), illetve az 5-HT; szerotoninreceptorok (az antagonista
szisztémds injekcidja) szerepét. Az elvezetett neuronokat késdbbi neurokémiai azonositds

céljabal jeloldanyaggal feltoltottiik. Az analizist MATLAB kornyezetben végeztiikk a sajat



munkacsoportunkban készitett programok segitségével. Az elvezetett sejtek akcios
potencialjainak csucsat amplitidé alapjan detektaltuk. Az azonositott hippocampalis sejtek
mellett felhasznaltuk azoknak a Neurobiotinnal nem jelolt, de elvezetési koordinatak alapjan
hippocampusban 1év6 sejteknek az adatait is, amelyeknél az alapaktivitas regisztralasa utdn
elektromos MRR-ingerlést végeztink. Ez utobbi, nem jelolt sejteket két csoportra,
(feltételezett) principalis sejtekre ¢és (feltételezett) interneuronokra osztottuk akcids
potencidljaik hossza, tlizelési frekvenciajuk ¢és komplex kisiiléssorozataik alapjan.
Hasonléan a MRR-sejtek elektrofiziologiai jellemzése sordn leirtakhoz, ebben a
kisérletsorozatban is theta- és nem-theta allapotot kiilonboztettiink meg a hippocampusban.
oszcillacid fazisdnak preferencigjat. Kiszamoltuk az elvezetett sejtek elektromos
stimulalasra adott valaszadnak sikerratdjat, a hatds latencidjat és idOtartamat. Meghatéroztuk,
hogy az antagonistdk adédsa befolyasolja-e az elébbi paramétereket. Megvizsgaltuk, hogy
onmagaban az antagonsitdknak az elvezetett sejtek tiizelési frekvencidjara gyakorolt hatisa
magyarazhatja-e a MRR elektromos stimulalasat kovetd esetleges alacsonyabb
kistilésszamot. A kivaltott valasz jellemzéséhez az adatok atlagét és az atlag stadard hib4jat
szamoltuk ki, a csoportok kozotti szignifikans kiilonbséget Mann-Whitney U-teszttel, a

csoporton beliili allapotok kozott pedig Wilcoxon-féle rangprobaval kerestiik.

Eredmények

A MRR sejtjeinek elektrofiziologiai jellemzése

A 23, neurokémiailag is egyértelmiien azonositott MRR sejtet négy csoportba osztottam,
ennek eredményeképpen 7 VGIuT3(+)/5-HT(-) neuron, 5 VGIuT3(+)/5-HT(+) neuron, 4
VGIuT3(-)/5-HT(+) és végiil 7 VGIuT3(-)/5-HT(-) neuron adatait elemeztem. A 5-HT-t nem
tartalmazd sejtek — akéar termeltek VGIluT3-t, akdr nem — jelentdésen rovidebb akcids
potencialokat tiizeltek, és hippocampalis theta-allapot alatt gyorsabban tiizeltek, mint a 5-
HT-tartalmt sejtek. A VGIuT3(+)/5-HT(+) sejtek szignifikdnsan nem kiilonboztek a
tobbitdl, a tiizelési frekvencidjuk jellemzdéen az el6bbi csoportok értékei kozé esett. A
VGIuT3(-)/5-HT(+) sejtek lassabban tiizeltek theta alatt a nem-thetahoz képest, amivel
elkiilontiltek a tobbi harom csoporttol (amelyek theta alatt novelték aktivitasukat). A tlizelés
variabilitdsdban alig taldltam szignifikéns kiilonbséget a csoportok kozott, bar a 5-HT-t nem
tartalmazd sejtek tendencidzusan variabilisabban tiizeltek. A szerotoninerg sejtekre —
fliggetlentil a VGluT3-expressziotol — jellemzd volt az atmenetileg valtozo tiizelési aktivitas

a szenzoros ingerlés kezdeti 1 masodpercében. Emellett a VGIuT3(+)/5-HT(+) sejtekre



jellemzd volt még, hogy az ingerlés tovabbi 15 masodpercében is a spontdn aktivitashoz
képest nagyobb volt a kisiilések intenzitasa, bar a kezdeti, atmeneti novekedés mértékét ez
nem érte el. A VGIuT3(+)/5-HT(-) sejtek is tartdsan novelték aktivitdsukat a szenzoros
ingerlés alatt. A VGIuT3(-)/5-HT(-) sejtek viszont — kiilonbozve a tobbi MRR-sejtt6l — nem
reagaltak a szenzoros stimuldldsra. A szerotonint nem tartalmazo sejtek esetében taldltam
faziskapcsoltsagot a hippocampus, illetve a prefrontalis kéreg lassu, 0,9-2,5 Hz kozotti

crer

¢s egyetlen VGIuT3(-)/5-HT(+) sejt esetében taldltam gyenge, 1 Hz koriili ritmicitast.

A raphe-hippocampalis rostok interneuronokra gyakorolt hatisa
A raphe-hippocampalis rostok ingerlésének hatasat 52 hippocampalis sejt elvezetése soran
vizsgaltuk. Ezek koziil 8-at Neurobiotinnal feltoltottiink és interneuronként azonositottunk.
Négyet koziilik neurokémiailag is azonositottunk, kettd tartalmazott kolecisztokinint, egy
szomatosztatint, egy pedig calbindin D28k-t. A 44 tovabbi, jel6léanyaggal fel nem toltott
sejtet az elektrofiziologiai paramétereik alapjan 3 (feltételezett) principalis sejtre és 41
(feltételezett) interneuronra osztottuk. A MRR elektromos stimuldldsdra az aldbbi négy
kategoriaba esd valaszt detektaltuk:
a) gyors (15 ms-ndl kisebb latenciaju) aktivacid, melyet 16 sejtnél regisztraltunk,
b) lassu (15 — 50 ms kozotti latencidju) aktivacid, ezt 7 esetben mértiik,
¢) nagyon lassu (50 ms folotti latenciaju) aktivacid, melyet 4 sejt mutatott,
d) gatlas kezdeti aktivacio nélkiil, ezt 25 sejt esetében — kozottiik a principalis sejteknél —
igazoltuk.
Az ingerlést 15 ms-nal kisebb latenciaval kovetd aktivalodas gyors szinaptikus serkentésre
utalt, kisérleteinkben ennek tisztazasara helyeztilk a hangsulyt. A gyors aktivacio atlagos
latencidja 8,9 + 0,58 ms, a valasz sikerrataja 65,7 = 5,29% volt. Az aktivacié idoben erdsen
fokuszalt volt: a latenciaidok szorasa 1,7 = 0,19 ms. A lasst aktivacios valasz kevésbé volt
fokuszalt. NBQX (az AMPA-tipusu glutamatreceptorok szelektiv antagonistaja) jelentdsen
¢s reverzibilisen csokkentette a gyors aktivacid sikerratajat, a fokuszaltsagat azonban nem
befolyasolta. A lassi aktivaciét érdemben nem befolydsolta az NBQX. Ondansetron (az
ionotrop 5-HT; szerotoninreceptor antagonistdja) kisebb mértékben csokkentette a gyors
aktivacio sikerratdjat, mint az NBQX, az aktivaciot a legtobb esetben kdvetd gatlast viszont
érdemben csokkentette. Egyik antagonista esetében sem talaltunk korrelacidt a sejtek
alapaktivitasara kifejtett hatds és az elektromos ingerlésre adott valasz sikerratajanak
befolyasolasa kozott. A gyorsan aktivalodo sejtek kozott theta-ritmusos és irregularisan

tiizel6 sejtek is voltak, némelyek aktivalodtak, masok alig tiizeltek theta-allapot alatt.



Kovetkeztetések

Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a MRR VGIuT3(+)/5-HT(-) sejtjei alapvetdé in vivo
elektrofiziologiai paramétereikben kiilonboznek a VGIuT3(-)/5-HT(+) tarsaiktol. A
glutamaterg sejtek gyorsabban tiizelnek, €és a hippocampus theta-oszcillacidja sordn novelik
aktivitdsukat szemben az azt csokkentd szerotoninerg neuronokkal. A glutaméaterg-
szerotoninerg transzmissziora is képes VGIuT3(+)/5-HT(+) sejtek egyik el6zd csoporttol
sem kiilonboztek jelentdsen, a sejtek paraméterei jellemzden e két csoport kozépértékei kozeé
estek. Fontos kovetkezménye munkdnknak, hogy pusztdn elektrofizioldgiai paraméterek
alapjan, illetve a gyakran hasznalt akcios potencidlok hossza alapjan nem lehet egyértelmiien
elkiiloniteni a MRR-neuronokat egymastol. Jelenleg egyébként a rekombindz-rendszereken
alapul6 allattorzsekkel sem vizsgalhatjuk szelektiven az egyes MRR-populacidkat, hiszen
atfedés van kozottiik. Frdekes tény, hogy a glutamaterg-szerotoninerg jelatvitelre képes
sejtek mintegy 4tmeneti (a csak szerotoninerg és csak glutamaterg sejtek kozott) tiizelési
mintdzatotot mutattak, ennek oka lehet akar az is, hogy a MRR sejtek transzmisszios
fenotipusa valtozik, és e populacié képviseli az éppen atalakulé neuronokat. Ilyen
transzmisszios fenotipusvaltast mar tobb idegsejttipus esetében dokumentaltak. Szenzoros
ingerlésre mind a négy sejtpopulacid eltérd valaszt adott, ami jelzi, hogy eltér6 modon
vehetnek részt a szenzoros tartalmak feldolgozasdnak szabdlyozdsdban. A DR szerotoninerg
sejtjeit is valtozatos szenzoros bemenet éri el, aminek kovetkeztében az ingerek szamtalan
aspektusdra reagalhatnak. Ebbe a rendszerbe kapcsolodhatnak be a MRR neuronjai is. Az
eltéré aktivitast, és kiilonbozoképpen ingerelhetd szerotoninerg €s nem-szerotoninerg
populaciok egymadsra hatva szabalyozhatjdk a hippocampalis informacidfeldolgozast, az
altalunk leirt alapvetd fizioldgiai tulajdonsdgaik keretet adnak a szerotoninerg ¢és
glutamaterg komponens egymasra épiilo, am egymastol el is kiiloniild modulacionak. A
kozepes-gyenge vagy akar hianyz¢ faziskapcsoltsag ellenére a VGluT3-tartalmt sejtek —
amelyek kozott az eddigi adatok fényében nagyrészt vetitd sejtek lehetnek — idonként fellépd
gyorsabb tiizelése arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a sejtek a haldzatszintli modulécio
mellett (esetleg helyett) részt vehetnek a célteriilet csupan néhany sejtjét érintd glutamaterg
finomhangolasban. Ennek a lehetdségnek feltétele egy erdteljes, megbizhatd jelatvitel,

amelyet a doktori munkam masodik részében bemutatott kisérletsorozatban teszteltiink.

ElsOként irtunk le egy glutamaterg, idében fokuszalt, erds serkentd kapcsolatot a raphe-
rostok €s a hippocampus egyes interneuronjai kézott. Az altalam bemutatott adatokat nagy
mértékben kiegészitik és alatdmasztjak a kutatdsban részt vevo szerzétarsaim eredményei. In

vivo elektromos ingerléses kisérleteink pdlyaspecificitdsat igazoltdk Losonczy Attila



hippocampalis szeletekben végzett, optogenetikdn alapuld kisérletei. Borhegyi Zsolt
kimutatta az aktivalt interneuronokra érkezd preszinaptikus raphe-rostokban a VGIluT3-at,
illetve a szerotonint, Nyiri Gébor pedig igazolta, hogy a raphe-terminélisok posztszinaptikus
oldalan glutamatreceptor expresszalodik. Ezekkel a kisérletekkel els6ként bizonyitottuk a
MRR rostjaibol a VGluT3-fiiggd glutamatfelszabadulést és a glutamaterg posztszinaptikus
hatast. Lényegesnek tartom még hozzatenni, hogy az interneuronokon kiviil piramissejtek
aktivtasat is regisztraltuk (Losonczy Attila is hasonloképpen az agyszeletekben). A raphe-
rostok ingerlése a piramissejteket gatolta, ami igazolta, hogy a MRR efferensei
interneuronok kozvetitésésvel szabdlyozni tudjdk a hippocampus principélis sejtjeinek
miikodését. A VGIuT3-expresszald6o MRR-sejtek elektrofiziologiai jellemzése sordn
kideritettiik, hogy a szerotonintartalmuktol fiiggetleniil erdteljesen €s tartdsan aktivalodnak
szenzoros ingerlés alatt. Ezek a sejtek gyorsabb tiizelésiikbdl fakaddan gyorsabb jelatvitelre
is képesek lehetnek, mint a lassu, tisztdn szerotoninerg tarsaik. A potencidlisan gyorsabb
jelatvitelhez a masodik kisérletsorozatunkbol szarmazo bizonyitékok alapjan ténylegesen
gyors, nagy hatasfoktl glutamaterg serkentés tarsul. Ez 0Osszhangban van az eredeti
feltételezéslinkkel, miszerint a MRR glutamaterg efferensei fijdalmas vagy kiilonds
jelentdséggel bird szenzoros ingeriilet hatdsdra aktivalodhatnak, és szabédlyozhatjdk a
hippocampalis informacidfeldolgozast. A gyors glutamaterg palya megteremti a lehetdségét
a preciz, theta-periddusokon beliili modulécionak, €s az interneuronok aktivalasan keresztiil
markans hatast gyakorolhat a piramissejtekre. Munkank képviseli tehat az elsé lépést a
szubkortikalis modulatoros rendszerek egy 0j tipust, erdteljes hatast kifejté komponensének
jellemzésében. A kovetkezdkben indokoltak olyan kisérletek, amelyekben a glutamaterg
komponens manipuldlasdval — lehetdség szerint specifikus, reverzibilis gatlasaval —
megvizsgaljuk, miképpen valtozik a kisérleti allatok tanulasa, f6ként a helyhez, pozicidohoz

kotott tarsitasok soran.
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