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1. Roviditések

S5HT — Szerotonin

6-OHDA — 6-hidroxi-Dopamin

ACh — Acetilkolin

ADD - Attention Deficit Disorder/figyelemhiany zavar
ASR — Akusztikus Startle Reakcid

BRGC - pontobulbaris formatio reticularis nucleus gigantocellularis
BZD - benzodiazepin

CCK — Cholecystokinin

CT — Computer Tomography/komputer tomografia

DA — Dopamin

DZ - diazepam

EMG — elektromiogramm

EP — Evoked Potential/kivaltott potencial

ERP — Evoked Response Potential/kivaltott valasz potencial
ESK — elsddleges startle kor

FLM - fasciculus longitudinalis medialis

fMRI — functional Magnetic Resonance Imaging/funkcionalis magneses rezonancia imaging
GABA — Gamma amino-vajsav

GLU — Glutamat

GVI - gerincveldi interneuronok

LFP — Local Field Potential/lokalis mezd potencial

MBRF — medialis formatio bulboreticularis

MLR — mesencephalicus lokomotoros régio

MPFC — medialis Prefrontalis kéreg

MT - motoros egység

NAC — Nucleus Accumbens

NMDA — N-metil-D-Aszparaginsav

NRGC — nucleus reticularis gigantocellularis



NRPC - nucleus reticularis pontis caudalis

NRPC — nucleus reticularis pontis caudalis

NVLL — nucleus ventralis lemniscus lateralis

OBF — Orbitofrontalis kéreg

OCD - Obsessive Compulsive Disorder/kényszerbetegség
OSK - oliva superior komplex

PCB — Printed Board Circuit/nyomtatott aramkor

PET — Pozitron Emission Tomography/pozitron emisszios tomografia
PFC — Prefrontalis kéreg

PPI — Prepulziv Inhibicid

PPTg — nucleus pedunculopontis tegmentalis

RF — formatio reticularis

RS — reticularis sejtek/neuronok

SMK — spinalis/gerincveldi motor kdzpont

SPL — Sound Pressure Level/hangnyomas

VCN — nucleus ventralis cochlearis

VLL — lemniscus ventrolateralis

VTA — Ventralis Tegmentalis Area



2. Bevezetés

»Az ember agydt nem azért alakitotta ki a természet, hogy az igazsagot keresse,
hanem azért, hogy élelem, biztonsdag és hasonlo dolgok utan kutasson, hogy
felismerje az elonyos helyzeteket, hogy nap, mint nap segitse az embert az

életben maraddasban. Az agy a tulélés szerve.” Szent-Gyorgyi Albert

wDolgok teremtodnek korottiink, nem tudni, honnan. Belépnek valamely
kapun, amelyet nem ldtott senki. Az ember, egyiitt és kiilon-kiilon, a tuddasbol
csak az ismert részt becsiili. Nem tudja, hogyan szerezhet ismeretet az

Ismeretlen révén. Nem fondk dolog ez?” Csuang-Ce

A kozponti idegrendszer korlatozott informaciofeldolgozési kapacitasa
sziikségessé teszi, hogy megakadalyozza a magatartas szempontjabdl irrelevans
ingerek belépését a magasabb idegrendszeri kozpontokba. Ennek elérésére
szamos mechanizmus alakult ki, melyek kiilon-kiilon és kozosen is hatékonyan
szelektaljadk a bejovoé informéacidé mennyiségét. A szenzoros-motoros kapuzo
mechanizmusok az agy jelfeldolgozé mechanizmusanak alapveté komponensei,
melyek sziikségesek az egyén szempontjabol fontos ingerek kivalasztasahoz. A
megszlrt informaciok elvezetnek a szervezett viselkedési folyamat kialakitasahoz
(Graham et al., 1975) (Blumenthal et al., 1996) (Swerdlow et al., 2000) (Fendt et
al., 2001). Ennek a folyamatnak a kisérletes szempontbdl torténd vizsgalataval
kapcsolatban, talan a legnagyobb relevanciaval a megrezzenési reakcio (startle

reakcid) €s annak mddositott valtozata, a prepulziv gatlas (PPI) bir.



Modalitas szempontjabol, barmilyen erds Szenzoros inger képes kivaltani
megrezzenési valaszt. (Human vizsgalatok soran eldszeretettel alkalmazott forma
az akusztikus- mellett, a taktilisinger (air-puff) alkalmazasa.) A leginkabb
kutatott, €s legtobb eredményt szolgaltatdo megrezzenési forma az akusztikus inger
altal kivaltott reakcid. Az akusztikus megrezzenési (startle) reflex és ennek
modositott valtozata a prepulziv gatlds szdmos neuropszichiatriai betegségben
eltéréseket mutat [skizofrénia, skizotip személyiségzavar (schizotypal personality
disorder), Huntigton-kor, kényszerbetegség (obsessive compulsive disorder,
OCD), Tourette-szindroma, figyelemdeficites szindroma (FDD, attention deficit
disorder, ADD)] [(Swerdlow and Geyer, 1998)]. Az elobb felsorolt betegségek
kozos nevezdje, hogy a beérkezd szenzoros informaciok szlirésének csokkenése
kovetkezményeként megvaltozik az arra adott motoros és ezzel egyiitt a kognitiv

valasz.

A szenzoros-motoros kapuzasi deficit vizsgalatara szamos metodikat alakitottak
ki. Azonban az irodalom attekintése alapjan ugy véljiik, hogy a gatlas hianyanak
hatterében all6 idegrendszeri elvaltozasok vizsgalatahoz a legpontosabb

eredményeket a prepulziv inhibicid (PPI) szolgaltathatja.

A kapuzéd (gating) mechanizmus hibas miikodése hozzajarulhat a szenzoros
tultoltottséghez  vagy flooding kialakuldsahoz, amely végiill kognitiv
fragmentacidt, gondolati, észlelési zavarokat (thought disorder) és egyéb
pszichotikus szimptomakat eredményezhet [(Braff and Geyer, 1990); (Geyer et
al., 1990); (Braff et al., 2001a)].

A megrezzenési reakcio egy rendkiviil gyors, reflexszerti reakcid, mely arra utal,

hogy csak néhany idegsejt kozotti kapcsolat hozza 1étre a jellegzetes valaszt (1.

abra).
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1. abra

Hipotetikus akusztikus startle halozat Schmajuk és Larauri nyoman
(Schmajuk and Larrauri, 2005). Az akusztikus startle halozatban
résztvevo agyi régiok és neurotranszmitterek: Glu-glutamat;, ACh-
acetilkolin; DA-dopamin; 5-HT-szerotonin; Dy zaj intenzitas dB-ben;

Es-, Ee- excitatoros szignal; Ls- inhibitoros szignal, S- startle vdlasz

Azonban az egyszerli elsOdleges felépités mellett, egymadsra ¢épiild
mechanizmusok hozzakapcsolodasat is megfigyelhetjik a megfeleld reakcid
kialakitasakor. Ilyen példaul a figyelem, a tanulds és mas kognitiv folyamatok,

melyek mindegyikénél a Prefrontalis Kéreg dontd fontossagu.

A prepulziv gatlas mar dnmagaban is roppant Osszetett folyamat, amelyben
szintén szerepet jatszanak kérgi teriiletek, els6sorban a Prefrontalis Kéreg, mely

fontos szabalyozo6 feladatot lat el a folyamatban (2. abra).
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2. abra

Hipotetikus PPI halozat Schmajuk és Larauri nyoman (Schmajuk and
Larrauri, 2005). A PPl-ben résztvevé agyi régiok és
neurotranszmitterek: Glu-glutamat, ACh-acetilkolin; DA-dopamin;

5-HT-szerotonin; GABA- gamma amino-vajsav

crer

and Bubser, 1994); (Japha and Koch, 1999); (Schwabe et al., 2004, Schwabe and
Koch, 2004)].

A Prefrontélis Kéreg rendkiviil komplex felépitése €s ebbdl szarmazd szerepe,
valamint a megrezzenési reakcid alatti igen gyors fejmozgas, mely jelentOs
mozgasi artefaktot okoz a regisztralas soran, komoly akadalyt gordit az elé, hogy
elektrofiziologiai modszerekkel megfigyelhetdvé valjon az itt talalhatd idegsejtek
mitkodése, megrezzenési startle response és annak moédositott valtozata, a PPI

alatt. Vizsgalataink végrehajtasa soran arra torekedtiink, hogy ennek az



agyteriiletnek, a medidlis prefrontdlis kéregnek a neuronalis valtozésait

regisztraljuk és analizaljuk.

2.1 Irodalmi attekintés

2.1.1.1.1 A megrezzenési reakcio

A startle vagy megrezzenési reakcid egy hirtelen fellépd erds inger altal kivaltott
védekez6 reakceio. Kivalthato akusztikus, taktilis vagy vizualis ingerrel, emberben
¢s allatban egyarant [(Landis and Hunt, 1937)]. A valaszmintazatban elséként a
szemhéj csukodik be, az arc-, nyak- és testizomzat megrandul, és a teljes test
megrovidiil, kiilondsen a hatso nyaki régio. Ugyanakkor, a szivfrekvencia megné
¢s az éppen folyamatban 1évé magatartas megszakad. Ez a valaszmintazat a startle
protektiv funkcidjat sugallja a sériiléssel, predatorral és a sokkal szemben, ami
egyben felkésziti az organizmust a vészreakciora (fight or flight) adott adekvat
valaszra. Annak ellenére, hogy roppant egyszerii reflexrdl van sz6, a megrezzenés
mértékét erdsen befolyasoljak kiilsé és belsd jellemz6k. [gy azt mondhatjuk, hogy
a megfeleld vizsgalati modszer alkalmazasaval, a startle non-zérd alapvonallal
rendelkezik, ami ndvekedhet, illetve csokkenhet. Ezért értékes viselkedési
mérdeszkozként szolgalhat a Szenzoros-motoros valasz plaszticitdsanak

vizsgalatdhoz.
2.1.1.1.2 Az akusztikus megrezzenési reakcio

Az akusztikus startle valaszt (acoustic startle response, ASR) egy 80 dB-nél
nagyobb hangnyomasu (SPL), hirtelen felfutasu inger képes kivaltani [(Davis and
Ferraro, 1984); (Pilz et al., 1987)]. Annak ellenére, hogy a startle reakcid egy
viszonylag egyszerli reflexszeri miikodés, hasznos eszkdzként szolgdl a

szenzoros-motoros valasz plaszticitds mechanizmusanak vizsgéalatdhoz. Koch és
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Ebert [(Koch and Ebert, 1998)], a megrezzenési reakcio neurobioldgiai hatterének
vizsgalatdhoz az akusztikus inger altal kivaltott valaszra (ASR) fokuszalt, amit
elsésorban emldsokon, azon belill is foként patkanyon, egéren, macskan és
emberen vizsgaltak. Az ASR patkanyban és emberen azonos stimulus
paraméterek mellett valthato ki és azonos valaszmintidzatot general. Az
allatkisérletekben kapott eredmények ezért kiterjeszthetok emberre. Az allatokon
végzett vizsgalatok, melyek az ASR neuronalis mechanizmusaira €s kiilonb6zo
plaszticitasi formaira vonatkoznak, segithetik a human Sszenzoros-motoros
integracio megértését. Ennek a jelenségnek a jelentdsségét az adja, hogy a
csokkent startle reaktivitas patkanyban olyan funkci6romlésra utal, amely human
vizsgalatok sordn skizofrén betegeknél volt megfigyelhetd. Ez a valaszcsokkenés
elsdsorban figyelmi és szenzoros-motoros kapuzasi deficitben nyilvanult meg
[(McGhie and Chapman, 1961); (Braff and Geyer, 1990); (Geyer et al., 1990);
(Braff et al., 2001b)].

Az ASR a magatartasi plaszticitas szdmos formajat mutatja. Kialakulasa a hallas
kifejlodése utan azonnal, a posztnatalis 12. naptdl megjelenik patkanyban. Az
ASR nagysagara és latenciajara az inger intenzitasa [(Pilz et al., 1987); (Pilz et
al., 1988)], valamint a stimulusok kozti intervallumok hossza [(Davis, 1970)], a
folyamatban 1évé cselekvés [(Wecker and Ison, 1986); (Plappert et al., 1993)] és
az egyéni kiilonbségek vannak hatdssal. A diurnalis ritmus, szenzoros kornyezet
(hattérzaj, prepulse) és drogok tovabb modosithatjak a valasz mértékét. Az ASR
valtoztathatd az ¢€l6lény perceptudlis vagy emociondlis allapotdban bealld
eltérésekkel is. Az ASR valasz ndvekedik kondicionalt vagy nem kondicionalt
averzid soran. Ezzel szemben csokkenthetd a megrezzenést kivaltd inger
tobbszori megismétlésével vagy egy, a startle valaszt kivaltd stimulust megel6z0,
ugy nevezett figyelmeztetd, mas néven prepulse inger alkalmazasaval. A latencia
vagy mas pozitiv facilitdld hatasok tovabbi valasznovekedést okozhatnak. Az

ASR valaszban bekovetkezett nodvekedés kivalthatd szisztémas vagy
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intracerebralis drogbeadéssal, amit széles korben alkalmaznak a Szenzoros-
motoros reaktivitds meghatarozasara, mind allatoknal, mind emberben. Réviden,
szorongasoldo drogok, mint a yohimbine €és azon drogok, amelyek csokkentik a
kozponti idegrendszer gatld neurotranszmissziojat, mint a glycin receptor
antagonista strichnin, novelik az ASR-t, mig azon farmakonok, amelyek
csokkentik a kozponti idegrendszer ingerlékenységét, mint az etanol vagy a
diazepam, csOkkentik az ASR mértékét. A legtobb szorongasoldé csak a félelmi-
vagy a szorongas kivaltotta ASR-t redukdlja és nincs hatdssal az ASR
alapvonaldra. Az el6z6kben bemutatott szenzoros receptorok és a motoros
effektor rendszer kozotti informacid aramlas, ami vagy serkentés vagy inhibicio,
modositjak az akusztikus megrezzenési valasz mértékét. Ezért az ASR-t kozvetitd

palyak ismerete eléfeltétele az ASR modositas megértésének.

Az emlésokben az ASR egy alapvetd készenléti reakcid a rovid, hangos, hirtelen
bekovetkez6 hangingerre. Ez a reflex a testen végigvonuld, a szkeletalis izmok

rapid, fazikus kontrakciojat eredményezi.
A reflex 2 nagyobb komponensbdl all:

a. Elsddleges, korai valasz, rendkiviil rovid latenciaval. E korai
komponens egységei a kdvetkezd sorrendben jelentkeznek:

1. pinna reflex (fiil flexio)
2. arc- és fejizom kontrakcid 5-6 ms
3. eliils6 végtag kontrakcid 6-7 ms
4. hatulso végtag kontrakcio 8-9 ms

[1-2 fej ASR]

[3-4 test ASR]

b. Késbi, oldodasi valasz (megfagyas, orientacio) 15 ms.

Az ASR azonban nem korlatozodik csak az emldsokre. Rovaroknal negativ
fonotaktikus valaszt figyeltek meg bizonyos ultrahang frekvenciara. Ez a valasz

rovid latencidju, sztereotip, minden vagy semmi jellegli volt. Ebbdl latszik, hogy
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az ASR nemcsak az emldés6kben, hanem mas fajokban is taléléssel kapcsolatos

jelentdséggel bir.

2.1.1.1.3 Az ASR-ben részt vevo neuralis korok

A reflex elsédleges komponensének révid latencidja azt sugallja, hogy ezt a

reflexet csak kevés szinapszissal rendelkezd neuralis kor hozza 1étre.

Davis [(Davis et al., 1982)] meghatarozta az tigynevezett elsodleges startle kort
(ESK). A szenzoros informacid eldszor a nucleus ventralis cochleérist éri el
(VCN), majd onnan a nucleus ventralis lateralis lemniscusba jut (NVLL), innen a
nucleus reticularis pontis caudalist éri el (NRPC) és végiil a spinalis motoros

kozpontba (SMK) fut be az informacio.

A formatio reticularis tobb szenzoros modalitasbol kap bemenetet. Beldle
szarmaznak a gerincveldbe lefutd hosszabb projekciok. Ezek a rostok azonban
gatld hatast fejtenek ki a gerincveld motoneuronjaira. A 1€¢zid6, ami magaba
foglalja az NRPC-t, hiperaktivitast okoz. Azonban az NRPC lézi6ja csokkenti a
valaszképességet az ASR stimulusra [(Leitner et al., 1980)]. Ezekbdl kovetkezik,
hogy az ASR ¢és az altalanos aktivitds bizonyos aspektusai kozott disszocidcio
van. Wu és munkatarsai [(Wu et al., 1988)] megvizsgaltak a reticularis neuronok
valaszmintdzatdt ¢és anatdmiai megoszlasat az ASR ingerre nézve. Rovid
latenciaju valasszal rendelkez6 sejtek a medialis pontomedullaris agytorzs nagy
részében helyezkedtek el az NRPC-t6l NRGC-ig (nucleus reticularis
gigantocellularis). Ezen egységek valasz latenciaja atlag 12.1 ms volt (3-52 ms).
A vizsgalt sejtek 75%-a 19 ms-nal kevesebb latenciaval valaszolt. A sejtek 66%-
a 0sszefliggést mutatott az axialis mozgasokkal (fej, nyak). Tovabba, az ASR-rel
Osszefliggd egységek, a tobbszordsen Osszetett facialis mozgasokra, vizualis,
Szomatoszenzoros stimuldcidra, végtag mozgasokra, fej-nyak mozgasra,
szajmozgasra is neuronalis valaszt mutattak. Azonban, ezen sejtek egyike sem

fliggott 0ssze az egyszeri facialis, szem, illetve nyelvmozgasokkal.
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Tonusosan aktiv, axialis mozgasokkal 0sszefiiggd sejtek valasza fliggott az allat
testhelyzetétdl az ingerlés alatt. A vizsgalat sordn 4 tonusosan aktiv sejtet
figyeltek meg, melyek maximalis fenntartott tiizelést mutattak ipszilateralis
mozgasnal. Az egységek valaszai 40-60 szazalékkal voltak redukaltabbak
kontralateralis testhelyzetben. Az auditoros RS neuronok atlagos vezetési
sebessége 117.3-+7.3 m/s volt. Nem valaszolo RS sejteknél a vezetési sebesség

87 m/s volt.

Yeomans és munkatarsai [(Yeomans et al., 1989)] kimutattak, hogy nagyon révid
refrakter periddusti axonok kozvetitik az ASR-t az RS-ben, mig a VCN-ben ¢és a
VLL-ben hosszabb periodusu axonok kozvetitik. Ebert és Ostwald (Ebert and
Ostwald, 1991) leirtak az ASR-rel 6sszefiiggd kivaltott valasz (ERP) valtozasat
patkany kozépagyi régioban. Ez a potencial a nucleus pedunculopontis
tegmentalis (PPTg) altal generalt. A PPTg az elektrofiziologiailag determinalt
mesencephalicus lokomotoros régioban (MLR) fekszik. A PPTg és a rostralisan
elhelyezkedd RS reciprok Osszekottetésben van az extrapiramidalis rendszer
diencephalicus strukttraival. A corticalisan kivaltott izommozgasok gatlasa
kovetkezik be, ha a PPTg stimulaljuk. fgy az ASR alatti MLR aktivacioja a
folyamatban 1évé motoros program gatlasat vagy modositasat eredményezheti.
Egyes kutatok véleménye szerint az ASR biologiai elénye éppen ez, megszakitani
az éppen folyd motoros programot. A ,biologiai relé” segitségével az allat képes

lesz valaszolni a hirtelen jelentkez6 averziv ingerre, amilyen gyorsan csak lehet.

Az MLR azonban, mint azt késObb latni fogjuk, szerepet kap a prepulziv gatlasban
IS.

Ebert és Ostwald publikacidjukban azt is felvetik, hogy az ASR altal generalt
kivaltott valasz, a szimultan elvezett elektromiogramm (EMG) kései
komponensével egyidoben jelenik meg. Ez a kés6i valasz jol tiikrozheti a
kozépagyi aktivaciot. Ezen MLR area 1ézidja nem sziinteti meg az ASR-t. Az

ASR korrelalt potencial tulajdonsaga késon jelenik meg, ahhoz, hogy kifejezze az
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elsddleges ASR korok aktivéaciojat. A szerzok a Davis altal feltételezett elsédleges
ASR korok meglétét is megkérddjelezik, mivel nem talaltak anatdémiai
bizonyitékot arra, hogy l1étezne a lemniscus ventrolateralis-bol (VLL) az NRPC-
be torténd projekcio. Ezzel szemben, a cochlearis magvakbol bemenetet kapnak
a pontin magvak, valamint a nucleus ventralis lateralis tegmentalis (NVLL). Ezek
a szubkortikalis teriiletek informaciot szolgaltatnak a facialis és a trigeminalis
magoknak. Azonban, a vizsgalataik soran, nem tudtdk a meglévo technikai
meghatarozni. Ennek az eredménytelenségnek a hatterében esetleg még az
allhatott, hogy nem csak egy palyarendszer vezeti az auditoros informaciokat a

kozépagybol a motoros magvakba.

Az nucleus reticularis pontis caudalis (NRPC), valamint a trigeminalis neuronok,
kozvetleniil kapnak auditoros bemenet a cochlearis magbol és az oliva

superiorbol.

Ha mindezek az utak egyiitt és kiilon-kiilon is aktivalodnak az ASR alatt, akkor
felmeriil a kérdés, hogy melyik az a specifikus szenzoros-motoros atkapcsold
mag, amely az elsddleges valasz kezdetére érzékeny? A kozépagy alapvetd
fontossagti az ASR kialakitasaban, azonban az agytorzsi formatio reticularis (RF),
amely a teljes haldzat legrostralisabb része, szinergista modon mitkodik. Az ASR-
t azéltal valtja ki, hogy Osszegzi az excitatoros bemeneteket a premotoros ¢és a

motoros magvakban.
Mindezek a vizsgalatok elsésorban a teljes test-ASR-re vonatkoznak.

Cassella ¢s munkatarsa [(Cassella and Davis, 1986)] felvetették azt a problémat,
hogy a test-ASR motoros neuron aktivitasvalaszai, valamint a spindlis
interneuronok Kkisiilései egy-sejt technikaval nehezen vizsgalhatok. Egyszer(ibb
anatomiai strukturat kerestek emiatt, és a fiil pinna reflexét vizsgaltak meg.
Anatémiai vizsgalatok szerint, a kiilsé fiill mozgast a facialis motoros magok

medialis része hozza Iétre, amely Osszekottetésben all a paralemniscalis zonaval,
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az pedig a lemniscus ventrolateralis-al (VLL). Gerincvel6 atvagott (T2), éber allat
pinna reflexe a teljes test ASR kapcsan megfigyelheto tulajdonsagokat mutatta,
mint a habituacio, érzékenyités, prepulziv gatlas, félelem kondicionalas,
intenzitas fliggés. Emiatt Cassella és Davis egy-sejt aktivitas regisztralasara
alkalmasabbnak talaltdk a facialis neuronokbdl torténd elvezetéseket, mivel ezek
az idegsejtek rovid latenciaval valaszoltak az ASR stimulusokra (kevesebb, mint
6 ms). Arra a kovetkeztetésre jutottak az igy kapott eredményekbdl, hogy egy
egyszerll neuralis kor kozvetiti az altaluk megfigyelt valaszt, ami a nucleus
ventralis cochlearis-bol, a paralemniscalis zona idegsejtjeib6l és a facialis

motoros neuronokbol all.

Pellet [(Pellet, 1990)] megprobalta definialni a fej ASR reticularis kézpontjaban
az informéacio atvitelének lehetséges helyeit. Az ASR-t indukal6 stimulusra rovid
latenciaval valaszold sejteket a nucleus reticularis pontis caudalis-on kiviil a
pontobulbaris formatio reticulris nucleus gigantocellularisaban (BRGC) talalta
meg macskaban. Pellet miutan ujra megvizsgalta BRGC lehetséges szinaptikus

relay szerepét az elsddleges ASR-ben, a kdvetkezé megallapitasokra jutott:
1. Fej ASR szenzoros része:

A nucleus ventralis cochlearis nagyon rovid latenciaj ,,on” sejtjei esszencialisak

az ASR kozvetitéseben.
2. A fej ASR motoros része:

MBRF-FLM (medialis formatio bulboreticularis - fasciculus longitudinalis
medialis) régio auditoros bemenetet kap, ami miatt az ASR ingerre a BRGC sejtek
fazikus kisiilést produkalnak. Pellet vizsgalatai eredményei alapjan a kovetkezd
megallapitasokat teszi: ha a BRGC-ben egy klikk altal kivaltott potencial atlagos
3.5 ms latencidjdhoz hozzdadjuk az elektromosan kivaltott startle 2.1 ms
latenciajat, akkor 5.6 ms-t kapunk, ami megfelel a fej ASR latenciajanak. Tovabba

megfigyelte, hogy a BRGC 1ézigja megsziinteti az ASR-t. Davis ezzel szemben
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azt tapasztalta, hogy a BRGC l¢zidja nem sziinteti meg a test ASR-t. Valoszindi,
hogy a testre helyezett gyorsulasmérdvel torténd mérések csak a test ASR-t tudjak
pontosan mérni, igy a fej gyors mozgasat nem jelzik megbizhatdéan. Tovabbi
munkak sziikségesek ahhoz (neurotoxikus 1¢ézid, stb.), hogy egyértelmiien
bebizonyithassak, hogy a BRGC alkalmas ¢és sziikséges atkapcsold mag a fej ASR
kialakitasaban. Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy az eclsddleges
szinapszis a nucleus ventralis cochlearis-ban talalhatd, mig az ASR valasz
premotoros része, amit ,,fej” ASR-ként is nevezhetiink, a pontobulbaris formatio

reticularis nucleus gigantocellularis neuronjai idéznek el6.

Pellet megvizsgalta, vajon mi lehet a masodlagos szinapszis a két régio kozott.
Oliva superior komplex (OSK): Anatomiailag jol meghatarozhato, hogy az OSK
neuronok a facialis magvakba adnak bemenetet. gy szerepe lehet a pinna reflex
kivaltasaban is. Azonban, ennek a régionak az elektromos ingerlése nem valtott
ki fej ASR-t. Tovabba, annak nem talaltak anatomiai bizonyitékat, hogy az OSR

kozvetlen inputot biztositana a formatio reticularis-ba.

Nucleus ventralis lemniscus lateralis (NVLL): Direkt 6sszekottetés mutathato ki
a VCN neuronokkal. NVLL ingerlését kovetden 2.8 ms latenciaval alakitja ki a
fej ASR-t. Klikkre adott kivaltott potencial latencidgja VCN:1.4 ms; NVLL: 2.3
ms; BRGC: 3.2 ms. Elektromosan kivaltott startle latencidja NVLL-bol 2.8 ms a
BRGC-b6l 2.1 ms. Az igy kapott 0.7 ms kiilonbség megfelel a 0.6 ms-nak, a
BRGC-NVLL neuronjai kozotti szinaptikus transzmisszios késéssel. Mindezek az
eredmeények jelzik a NVLL-BRGC 6sszekottetést. Anatomiailag azonban ezt nem

sikeriilt meghatarozni.

Alternativ megoldas: A preolivaris régioban, ahova az NVLL idegsejtek bementet
képeznek, a reticularis sejtekrdl kimutattak, hogy 0sszekottetéssel rendelkeznek a

gerincveld motoros neuronjaival.

Nucleus Reticularis Pontis Caudalis (NRPC): Klasszikus, harmadik szinaptikus

atkapcsolo magként van szerepe, figyelembe véve az elsddleges feladatat ASR-
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ben. Elektrofizioldgiai adatok nem tamasztjak ala, hogy a NRPC az elsédleges
relay lenne a fej ASR soran a NVLL és a BRGC kozott. Emiatt az is feltételezheto,
hogy a NRPC és a BRGC az akusztikus startle valasz kiilonb6z6 komponenseinek

a kialakitasaban vesz részt.
Lehetséges parhuzamos korok:

1. nucleus ventralis cochlearis - nucleus ventralis lemniscus lateralis -
pontobulbaris formatio reticularis nucleus gigantocellularis- gerincvel6i

interneuronok - motoros egység (1. abra)

2. nucleus ventralis cochlearis - nucleus reticularis pontis caudalis -

gerincveldi interneuronok - motoros egység (1. abra)

3. nucleus ventralis cochlearis - nucleus reticularis pontis caudalis-
fasciculus longitudinalis medialis- gerincvel6i interneuronok - motoros

egység (1. abra)

Rosen és Davis [(Rosen and Davis, 1988)] vizsgaltadk az amygdala ingerlés
szerepét az ASR 1iddébeli karakterisztikdjanak megnovekedésére. Eldzetes
munkaikban mar bebizonyitottak, hogy az amygdala centralis magjanak
elektromos ingerlése megndveli az ASR-t. Ez a facilitacio a félelem altal
potencirozott ASR-re hasonlitott. Az ASR ingerlés el6tt 5 milisecundummal adott
amygdala stimulacid noveli az ASR-t. Ennek hatterében a rovid tranzit 1d6 allhat,
amig az inger az amygdalabol az elsédleges startle korokbe jut. Valosziniileg ez
a idegrendszeri kor csak 1-2 szinapszist tartalmazhat. Az ASR megnovekedése
akkor volt konzisztensen nagy, ha az ingerlés 1.25 ms-mal elézte meg az ASR
stimulust. 2.5-5 ms intervallum valtozd megnévekedést mutatott. Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy az amygdala ASR-t fokozo hatasa rovid
idotartamti. A stimulacié hatdsa fiigghet az allat viselkedésétol és az inger
prezentaciojanak tartamatol. Az amygdala ASR-re adott valaszanak mértéke

akkor valt maximalissa, amikor az ingerlés kezdési idOpontja egybe esett a 20 ms
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hosszlsagu, ,,.burst” tipusu zaj kezdetével illetve, ha az ingerlést megeldzte 2.5
ms-mal egy megrezzenést nem kivaltdé hanginger, ugynevezett ,,klikk” (0.1 ms
idétartamt). Ebbdl az is kideriil, hogy az amygdala ingerlés nemcsak az
elsddleges ASR koroket, hanem a késéi komponenseket is befolyasolja. A
megndvekedett ASR intenzitds a magas amplitidoji késéi €s a korai vélasz
kombinacidja lehet. Yunger és Harvey 1973-ban kozolt kisérleteibdl kidertil,
hogy a medialis eldagyi kdteg 16zid nem volt hatassal az ASR-re, mig ennek a
régionak a lézioja patkanyokban fokozta az ASR mértékét, ha elétte 1ab schock-
kot alkalmaztak [(Yunger and Harvey, 1973)].

2.1.1.1.4 Az ASR-ben részt vevo neurotranszmitter rendszerek

Kellog és kollégai [(Kellogg et al., 1983)] kisérletében, a zaj potencialta ASR-t a
diazepam (DZ) csokkentette. Ennek a hatasnak a mértéke csokkent, ha az
allatoknak benzodiazepin (BZD) receptor antagonistat adtak (RO15-1788) a DZ
adas eldtt. A DZ nemcsak zaj, hanem félelem, tovabba sotétség potencirozast
jelent, amely az ASR-re is csokkentd hatassal van. Feltételezhetd, hogy mind a
harom tiinet a BZD-GABA receptor komplexekre hat.

Ebert és Koch [(Ebert and Koch, 1992)] megvizsgalta a glutamat receptorok
szerepét az akusztikus input kozvetitésében az agytorzs reticularis részében.
Akusztikus kivaltott aktivitds megndvekedett a pontin formatio reticularisaban,
glutamat adasa utan, ezzel szemben csokkent glutamat receptor blokkolasat

kovetden. Komplett gatlas csak néhany neuronon volt megfigyelhetd.

Krase ¢és munkatarsai [(Krase et al., 1993)] kimutattak, hogy glutamat
antagonistak redukaljak az ASR-t.
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2.1.2 Az Akusztikus Startle Reakcio modositott valtozata

2.1.2.1 Prepulziv gatlas (PPI)

Az ASR valasz nagysagat lecsokkentheti a megrezzenést kivalto inger el6tt 30-
500 msec-mal alkalmazott, megrezzenést nem kivaltdé stimulus (Hoffman and
Ison, 1980). Ezt a jelenséget prepulziv gatlasnak [prepulse inhibicio-nak (PPI)]
nevezziik, melyet a szenzoros-motoros gatlo-kapuzé mechanizmus milkodés
fokmérdéjeként hasznalnak [(Hoffman and Ison, 1980)].

A kisérletek sordn a zavard zajok elnyomésa érdekében 50-70 dB erdsségi
hattérzajt alkalmaznak, amely azonban a startle amplitidd nagyséagat jelentdsen
megnoveli [(Hoffman and Wible, 1969)]. A megrezzenési valasz nagysaga két {6
jellemzd paramétertdl fiigg: (1) a prepulziv inger intenzitdsatol és (2) az ingerek
kozotti intervallumok hosszatol. Ezek a prepulziv gatlas 1étrejottének is fontos
kritériumai. A megrezzenést kivaltdo kiiszobérték altalaban 90-105 dB. A
megfeleld intenzitdsu prepulziv inger nagysaga 1-20 dB-lel kiemelkedik a
hattérzajbol, de onmagaban nem valt ki megrezzenést. A prepulziv intenzitas
novelésével a PPI mérteke is novekszik [(Hoffman and Wible, 1970); (Li et al.,
1998a); (Reijmers and Peeters, 1994a)].

A megrezzenési amplitido gatlasdnak masik feltétele a prepulziv és startle inger
kozotti iddintervallum, amely 30-500 msec kozott megfelelé [(Graham, 1975);
(Hoffman and Ison, 1980); (Li et al., 1998b); (Reijmers and Peeters, 1994b);
(Swerdlow et al., 1992a)]. A maximalis hatast azonban a két hang kozti 50-200
msec-os eltérés eredményezi, az ennél kisebb vagy nagyobb intervallum hatasa
forditott harang-gorbe formaju csdokkenést mutat. A prepulziv és a megrezzenést
kivalto ingerek felszallo szaranak meredeksége, €s a prepulziv inger id6tartama
szintén befolyasolja a PPI-t [(Reijmers and Peeters, 1994b]. A hirtelen megjelend,
vagyis meredeken felszallo szart ( < 0,1 msec), kdzepes idOtartamu [prepulziv

inger: 20 msec, startle inger: 40 msec; (Reijmers and Peeters, 1994b)] stimulusok
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eredményezik a legnagyobb prepulziv gatldsokat. A PPI mar az els6 prepulziv-

startle probanal megjelenik, jelezve, hogy nem tanulasi folyamatrol van szo6.

2.1.2.2 A PPl csokkenés neuropszichologiai jelentosége és a csokkenés

lehetséges neurofarmakoldgiai hattere

A prepulziv gatlas csokkenti az ASR mértékét. Ez a jelenség azonban szamos
neuropszichiatriai betegségnél hianyzik, amit Ggy értelmezhetlink, mint a gatlo-
kapuzd mechanizmus csokkent képességét a benyomuld szenzoros, motoros vagy
kognitiv informaciokkal szemben. Ezen a betegségek kozé tartozik példaul: a
skizofrénia, a skizotipikus személyiség, a Huntington betegség, a
kényszerbetegségek, Tourette-szindroma és a figyelmi deficites betegségek
[(Swerdlow and Geyer, 1998)]. Felmeriilt, hogy a deficit vajon a Szenzoros-
motoros  gatlas-kapuzas  kapacitas  valtozasanak vagy a  figyelmi
valaszcsokkenésnek lehet-e a kovetkezménye, ami a csokkent prepulziv inger
detektalasanak az eredménye [(Campeau and Davis, 1995); (Davis et al., 1990);
(Dawson et al., 2000); (Grillon et al., 1992); (Swerdlow et al., 1992b)]. A
,preattentive filter mechanizmus” elnevezést, Graham vezette be 1975-ben, a PPI
humén leirasaként. Ugy jellemezte a folyamatot, hogy a kis intenzitasti inger
protektiv hatasuva valik azaltal, hogy megeldzi a fokozott valaszt kivaltd ingert
¢s ezaltal megodvja a szervezetet a tiszta perceptudlis hatastol, tovabba elkeriili a
fokozott inger okozta hibas feldolgozast. Graham szerint a ,,preattencié” nem
sziikséges, hogy fennalljon a percepcids figyelmi folyamat eldtt. Swerdlow és
munkatarsai azonban kimutattak, hogy a kezelés, amely soran a PPI csokkenés
megfigyelhetd volt, de az nem volt hatissal az ASR alapvonaléra, velejardja a
PPI-nek, jelezve, hogy az allatok képesek voltak érzékelni a prepulse ingert a
csokkent PPI vizsgalatok alatt is [(Swerdlow et al., 1992b)]. Masrészt, a PPI
mértékét lecsokkentd kezelések, mint a szisztematikusan adott phencyclidin vagy
apomorphin hatasara, csokken a prepulziv inger érzékelése a kombinalt PPI és a

félelem kondicionalt kisérletben [(Varty and Higgins, 1995)]. Az eredmények arra
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utalnak, hogy csokkent a prepulziv inger detekcidjanak a mértéke is. Human
vizsgalatokbol az deriilt ki, hogy a PPl fokozddhat, ha a vizsgalt személy figyelme
a prepulziv ingerre 6szpontosult [(Blumenthal et al., 2004); (Filion et al., 1993);
(Jennings et al., 1996)]. Ezzel bizonyitottak, hogy a PPI mechanizmus t6bb, mint
egyszerll szenzoros-motoros kapuzo folyamat, mivel annak egyik eléfeltétele a
figyelem. A figyelem, mint top-down mechanizmus van hatassal a PPI
perceptudlis szintjére, ahol a magasabb szintli inger processzalas (kognitiv
processzalds) ovja a gating-kapuzd mechanizmust, ami az alapjat képezi a PPI-

nek.

A csokkent PPI szint szamos allatkisérlet soran megfigyelhetd, mint példaul: az
ovarialis hormonszint valtozas utan [(Koch, 1998)], vagy a kiilonb6z6
transzmitter rendszerek manipulacioit kovetden, agyi 1éziok esetén [(Koch and
Schnitzler, 1997); (Swerdlow et al., 1992a); (Geyer et al., 1993); (Ellenbroek et
al., 1995)], eltéré nevelési kondiciok [(Varty and Higgins, 1994); (Crawley et al.,
1997)], genetikai torzsek és a korabbi informdaciokra utalva a kiilonbzo
neuropszichiatriai betegségek soran [(Geyer and Braff, 1987); (Swerdlow and

Geyer, 1998)] volt megfigyelheto.

A human neuropszichologiai betegségekhez, azon beliil is a sikozfréniaval
analogiat mutatd, legszembetlindbb allatkisérletes eredmények azokbdl a
vizsgalatokbol szarmaztak ahol a PPI mértékének csokkenése mellett a
mesoaccumbalis dopamin rendszer talmikodése volt megfigyelheté [(Rigdon,
1990); (Swerdlow et al., 1994)]. PPI csokkenést idéz el6 a ventralis striatumban,
azon beliil a nucleus accumbens (NAcc) kozepes dendrit tiiskéjli neuronjai
[(Swerdlow et al., 1990b)], valamint a medialis striatumban [(Swerdlow et al.,
19923, Wan and Swerdlow, 1993, Wan et al., 1994)], az itt talalhat6 idegsejtek
fokozott aktivitasa, ami a D2 dopamin receptorok tal mikodésének a

kovetkezménye.
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PPI csokkenést idézhetd eld a kovetkezd neurotranszmitterek segitségével:
szerotonin (5-HT>) receptor blokkolasat kovetden [(Sipes and Geyer, 1994)], a
noradrenerg rendszer gatlasaval [(Saitoh et al., 1986)], illetve az ap-noradranerg
receptor génkiiitését kovetoen [(Sallinen et al., 1998)]. A deficit kialakult az ;-
noradranerg receptor ingerlésével [(Carasso et al., 1998)] és az NMDA receptorok
non-kompetitiv blokkolasaval [(al-Amin and Schwarzkopf, 1996); (Bakshi et al.,
1994); (Kretschmer and Koch, 1998); (Mansbach and Geyer, 1991)], tovabba az
NMDA receptor glycin koté helyének gatlasaval [(Furuya and Ogura, 1997);
(Kretschmer and Koch, 1997)].

Az el6zokben felsorolt farmakologiai moddszerekkel kivaltott PPI deficit a
kovetkez6 modon foglalhatdo Ossze: a felsorolasban szerepld farmakonok
potencialis neuroleptikus hatassal rendelkeznek [(Hoffman and Donovan, 1994);
(Johansson et al., 1994); (Swerdlow and Geyer, 1993); (Swerdlow et al., 1991);
(Schwarzkopf et al., 1993)]. PPI deficit kivalthato szisztémas vagy intra-
accumbalis DA agonista addsaval, ami klasszikus antipszichotikus agensekkel,
mint példaul haloperidollal, megsziintetheté [(Swerdlow et al., 1994)]. A
szisztémasan beadott apomorfin, mely PPI csokkenést idéz eld, haloperidol
mikroinflzigja a nucleus accumbens vagy mas agyteriiletre, legatolja az igy
kialakult hatast. Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a haloperidol hatdssal van
szamos olyan agyi szubsztratra, ami befolyasolja a prepulziv gatlast [(Hart et al.,
1998)]. A PPI, mivel nem zérd alapvonallal rendelkezik, ezért az olyan
neuroleptikumok, amelyek csokkentik az alapvonalat, megnovelik a megrezzenés
gatlasat [(Depoortere et al., 1997)].

Szamos kutatd probalta megfejteni mi allhat a PPI csokkenés hatterében. Ezekben
a vizsgalatokban foként a neurondlis haldzatokat szabalyoz6 szelektiv
transzmitter rendszerekre fokuszaltak. A nucleus accumbens septi (NAC) az
egyik elsddleges kozpontja szamos transzmitter rendszernek, ami hatdssal van a

PPl-re. A NAC egy erds dopaminerg innervacidt kap a VTA-t6l. A talzottan
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magas DA receptor stimuldcio vagy 1ézi6 indukdlta DA receptor
szuperszenzitivitas a NAC-ban PPI csokkenést eredményez [(Swerdlow et al.,
1992b)]. Ebben az esetben, interakciés zavar 1ép fel a glutamat és a DA
neurotranszmitterek kdzott, amely folyamat fontos szerepet jatszik skizofréniaban
IS. A PPI soran bekdvetkezd glutamat-DA interakcido a NAC teriiletén egy igen

alaposan vizsgalt teriilet.

A PPI csokkenés non-kompetitive NMDA antagonista alkalmazasaval is
kivalthat6. Ebben az esetben dopamin antagonista gatlast nem alkalmaznak,
hanem direkt NMDA receptor blokkolo segitségével idézik el6 a DA rendszeren
keresztiil a PPI modositd hatast [(Keith et al., 1991)]. A non-kompetitiv NMDA
antagonista dizocilpine intra-accumbalis aplikacioja megnoveli a prepulziv gatlas
mértékét [(Reijmers et al., 1995)]. Ezzel szemben kompetitiv NMDA antagonista
intra-accumbalis infuzidja csokkenti a PPI-t [(Kretschmer and Koch, 1997),
(Kretschmer and Koch, 1998)]. Midta ismert, hogy a striatalis DA felszabadulas
mértéke kortikalis és limbikus glutamaterg afferens kontroll alatt all, felmeriilt,
hogy vajon a DA glutamat interakcid fontos-e a PPl szabalyozasaban? A NAC
direkt projekciot kap a ventralis hippocampus-tol (VHIP) [(Groenewegen et al.,
1987)] és ezek a hippocampalis rostok konvergalnak a NAC tiiske neuronjaihoz,
a VTA dopaminerg afferensével egyiitt [(Totterdell and Smith, 1989); (Sesack
and Pickel, 1990)]. A VTA neuron terminalisain kialakulo fokozott DA
felszabadulast a hippocampalis afferens stimulacidja idézi el6. Ezt a hatast egy
direkt preszinaptikus glutamaterg mechanizmuson, elsdsorban a NAC shell
régiojan keresztiil fejti ki [(Blaha et al., 1997); (Brudzynski and Gibson, 1997)].
A ventralis hippocampusban (VHIP) végrehajtott kiilonb6z6 kémiai ingerlések,
mint a muscarinos acetylcholin (mACh) agonista carbachol (Caine et al., 1991,
1992), glutamat NMDA agonista [(Wan and Swerdlow, 1996, Klarner et al.,
1998)], valamint GABA antagonista picrotoxin [(Japha and Koch, 1999)]
adasaval PPl csokkenést idéztek eld. Ez a PPI csokkentd hatas megfigyelhetd volt
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transszinaptikus ingerlés hatasara felszabadult ACh eredményeként, az egész
VHIP-ben, egészen a medialis septum-ig. Miota azonban ismert, hogy a DA
antagonista spiperone [(Caine et al., 1991)] vagy a haloperidol [(Wan and
Swerdlow, 1996)] nem befolyasolja a vHIP stimuldci6é altal eldidézett PPI
csokkenést, igy ezt a hatast DA fliggetlen mechanizmusként értelmezik. Csokkent
PPI-t idéztek el6 intra-NAC core sejtjeibe adott glutamat agonista AMPA
alapjan kijelenthetd, hogy a NAC core régidja a DA-glutamat interakcion
keresztiil fejti ki szabalyozo hatasat a PPI-ra [(Wan et al., 1995); (Wan and
Swerdlow, 1996)]. A vHIP stimulacidja elvezet a PPI teljes kora deficitjéhez, ami
megfelel a c-Fos neuromarkerrel tortént, eltéré cortico-limbicus eléagyi
struktirdknal (NAC, septalis nucleusok, szamos piriform €s prefrontalis régio)
megfigyelheté eredményekhez. Ebben a vizsgalatban a PPI deficit még 2 nappal

a hippocampalis stimulaci6 utan is kimutathat6 volt [(Klarner et al., 1998)].

Ezek a viselkedesi és funkcionalis térképezésbdl szarmazod adatok alapjan
kijelenthetd, hogy a PPI szabalyozasa egy komplex mintazattal kapcsolatos.
Tovabba, hogy hosszantartd kolcsonds viszonyba hozhatdé az eldagyi régiod

szamos, mas teruletével.

2.1.3 A medialis prefrontalis kéreg szerepe PPI soran

A PPI deficittel kapcsolatban a prefrontalis kéreg roppant fontos szerepérol
szamoltak be skizofrén betegek esetében [(Hazlett et al., 1998)]. Glutamaterg
afferens, ami a medialis prefrontalis kéregbdl indul, szerepet jatszhat a NAC DA
prefrontalis kérgének 6-hidroxi-dopamin (6-OHDA) 1ézidjaval [(Bubser and
Koch, 1994)] a prefrontocorticalis DA receptorok gatlasa eltlinik. Ezzel a hatassal
megegyezd eredményt okoz a medialis prefrontalis kérgi neuronok GABA

antagonista picrotoxinnal torténd diszinhibicioja [(Japha and Koch, 1999)].
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Mindkét esetben PPI csokkenést idézhetd eld, amely hatasok haloperidol-lal
antagonizalhatok. A jelenség hatterében a kovetkezd valtozas all, a prefrontalis
mivel csokken a DA legfontosabb inhibitoros hatasa a kérgi glutamaterg
kimenetet add neuronokra. A gatlas megsziinésének a hatasara a VTA-ba iranyulo
glutamaterg bemenet a kéreg fel6l megnovekszik, ami ezaltal fokozza a DA
felszabadulast [(Karreman and Moghaddam, 1996); (Taber and Fibiger, 1995)].
Azonban a prefrontalis kéreg glutamaterg és a NAC tegmentalis DA-erg afferense

kozott tovabbra is fenn all a kapcsolat.

A medialis prefrontalis kéreg jelentOs szerepet jatszik az accumbalis DA altali PPI
szabalyozéasban, amit tovabbi kutatasi eredmények tdmasztanak al4. Ezekbdl arra
lehet kovetkeztetni, hogy mas transzmitterek, mint az adenozin vagy mas
neuropeptidek, mint a neurotenzin és a CCK is fontos szerepet jatszanak a NAC
PPI regulaciojaban [(Feifel and Swerdlow, 1997); (Feifel et al., 1997); (Hauber
and Koch, 1997); (Koch and Hauber, 1998)]. Non-kompetitiv. NMDA
antagonistak (MK-801, phencyclidin és ketamin) szisztematikus beadasa soran
konzisztensen PPI csokkenés volt megfigyelheté [(Mansbach and Geyer, 1991)].
Ezek a PPI mértékét csokkentd hatasok DA antagonistakkal nem voltak
antagonizalhatok [(Keith et al., 1991)], csupan atipusos neuroleptikumokkal
[(Bakshi et al., 1994); (Johansson et al., 1994)], mint a nitrit-monoxid szintetaz
gatlok [(Johansson et al., 1997)] vagy al-noradrenerg antagonista prazosin
[(Bakshi and Geyer, 1997)]. Még nem ismert, hogy a kdzponti idegrendszerben
hol blokkolédnak azok az NMDA receptorok, melyek non-kompetitiv
antagonistak adasan keresztiil fejtik ki hatdsukat a PPI-re. Lokalis MK-801
infGzi6 a NAC-ba egyik alkalommal novelte a PPI-t [(Reijmers et al., 1995)],
maskor nem mutatott semmilyen PPI-re gyakorolt hatast [(Bakshi and Geyer,
1998)]. Az elézéekkel szemben, a basolateralis amygdalaba vagy a dorzalis
hippocampus-ba adott MK-801, csdokkentette a PPT mértékét [(Bakshi and Geyer,
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1998)]. Ezzel kapcsolatban érdemes megjegyezni, hogy a bazolateralis amygdala
1ézi6 szintén PPI csokkenést idézett eld (Decker et al., 1995); (Wan and
Swerdlow, 1997)Wan and Swerdlow, 1997), amely hatasrol kijelenthetd, hogy a
szabalyzas a ventrdlis pallidumbdl szdrmazé amygdaloid projekcion keresztiil
torténik [(Wan and Swerdlow, 1997)]. Feltiind kiilonbség mutatkozik a
kompetitiv és non-kompetitiv open-channel NMDA receptor blokkoldék PPI-re
kifejtett hatdsa kozott. A korai kisérletekben arrdl szédmoltak be, hogy
szisztémasan adott kompetitiv. NMDA antagonista nincs hatassal a PPI-re
[(Swerdlow et al., 1992b)]. Ezzel szemben a késobbi cikkekben arr6l szamoltak
be, hogy az AP-5-nek az intraaccumbalis adasa [(Kretschmer and Koch, 1997),
(Kretschmer and Koch, 1998); (Reijmers et al., 1995)] vagy a glycin-tipusu
NMDA receptor antagonista, mint a 7-chlorokynurenic sav [(Kretschmer and
Koch, 1997), (Kretschmer and Koch, 1998)], csokkenti a PPI-t. Ehhez hasonlo6an,
egy kompetitiv NMDA receptor antagonista, a CGS19755 a szisztémas adasa
vagy a 7-chlorokynurenic sav intracerebroventricularis alkalmazasa csokkent

PPI-t eredményezett [(Furuya and Ogura, 1997)].

Egy elegans vizsgalatsorozatban, amelyben a mesoaccumbalis DA rendszer
tulmiikodésének hatasarol szamoltak be, kimutattak, hogy a PPI-t szabalyozo
halozat GABAerg projekcidja, a NAC-bol a ventralis pallidumba fut, ahonnan a
GABAerg projekcio deszcendal a PPTg-be [(Swerdlow et al., 1990a); (Kodsi and
Swerdlow, 1994), (Kodsi and Swerdlow, 1995), (Kodsi and Swerdlow, 1997)]. A
ventralis pallidumban talalhatd 5-HT2A receptorokat tartalmazo idegsejtek,
melyek 0sszekottetésben vannak a szintén ezen a célteriileten eléfordulo GABA
¢s cholinerg interneuronokkal, jelentds szerepet toltenek be a PPI ventralis eléagyi
mig a receptor antagonista MDL 100,907 infazidja a célteriiletre novelte a PPI-t,
illetve ellensulyozta az agonista hatasat [(Sipes and Geyer, 1997)]. A jelenlegi

elképzelés az, hogy a PPI deficitért foként a DA-rendszer talmiikodése a felelds
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¢s nem a szisztémasan vagy intraaccumbalisan adott NMDA receptor gatlok,
melyeknek a szabalyozasat a NAC-ventralis-pallidalis kimend palyaja végzi
[(Kretschmer and Koch, 1997), (Kretschmer and Koch, 1998)].

A PPI szintén csokkentheté szelektiven felnevelt [(Ellenbroek et al., 1995);
(Ellenbroek et al., 1998)], szocialisan izolalt patkany torzs kialakitasaval [(Geyer
et al., 1993)], tovabba emelve a noéi szteroid szex hormonok szintjét mind
patkanyoknal, mind emberben [(Koch, 1998)] és végiil a kiilonbozo allattorzsek
alkalmazasa soran [(Varty and Higgins, 1994); (Paylor and Crawley, 1997)]. Az
izolaltan felnevelt patkdnyok PPl deficitje azonban megfordithato
neuroleptikumok, mint seroquel vagy olanzapine adasaval [(Bakshi et al., 1998)].
A nagyszamu kisérletes eredmény ellenére még mindig nem tisztazott, hogy
melyik az a neuronalis haldzat, mely hatassal van a PPl-re, és idézi el az

elvaltozasokat.

2.1.3.1 Medialis Prefrontilis Kéreg (mPFC) funkcionilis szerepe a

Szenzoros-motoros gatlasban

A prefrontalis kéreg (PFC) neurondlis inhibicioban betoltott szerepével
kapcsolatban szamos vizsgalatot hajtottak végre, kiilonb6z6 neuroszichologiai
betegcsoportoktol kezdve a kiilonféle emldsallatokon végzett modell kisérleteken
keresztil [(Swerdlow et al., 2005); (Egner and Hirsch, 2005); (Shoemaker et al.,
2005); (Knight et al., 1999)]. Az eredmények alapjan megallapithato, hogy a PFC
igen fontos szerepet tolt be a neuralis inhibicios folyamatban, azonban sem az
intrinsic, sem az extrinsic inhibitoros kontrollja ma még nem ismert. A kérdéssel
kapcsolatban relevans munkakbol deriilt ki, hogy mi is lehet a prefrontalis kéreg
funkcionalis szerepe. Erre legalkalmasabb eszkoznek a kiilonb6z6 PFC sériilést
szenvedett személyektdl, valamint allatkisérletekbdl szarmazd adatok elemzései
tinnek. Az eredmények analizise alapjan azt feltételezik, hogy ez a régio fontos

szerepet tOlt be a rovid tavha figyelmi feladatok végrehajtasaban, ahol a kiils6
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ingerekre kellett 6szpontositani [(Carli et al., 2006); (Bailey and Mair, 2004);
(Knight et al., 1995)]. Human, fokalis PFC karosodas vagy allatoknal kisérleti
céllal elvégzett PFC 1ézi6 esetén, az inhibitoros szenzoros folyamatok
szignifikansan leromlottak [(Knight et al., 1989); (Yamaguchi and Knight, 1990),
(Yamaguchi and Knight, 1991); (Rosenkranz and Grace, 2001)]. A relevans és
irrelevans ingerek feldolgozésa €s azok értelmezése komoly zavart idéz el6 a fent
leirt problémaval kiizd6 betegeknél [(Woods and Knight, 1986); (Christakou et
al., 2001)]. A PFC diszfunkcid elvezethet a hibas 0j stimulus identifikaciojaig
(Knight, 1984), amely el6idézi a csokkent inhibitoros kontrollt, ami soran az
asszociacios kéreg integralja a kognitiv és emocionalis folyamatokat [(Rule et al.,
2002); (Phan et al., 2005); (Maren and Quirk, 2004); (Runyan et al., 2004)]. A
PFC karosodas elvezethet egy tovabbi dramai viselkedés gatlas csokkenéséhez,
ami a valasztasos viselkedések végrehajtasa soran egy impulziv viselkedési
szindromat és csokkent adaptaciot eredményezhet [(Carli et al., 2006);
(Chudasama et al., 2005)].

A PFC funkcidjaban bekovetkezett eltérésekkel kapcsolatban azt feltételezik,
(Selemon, 2001); (Weinberger et al., 2001)]. Skizofrén betegekhez hasonldan, a
fokalis PFC karosodottakban figyelmi és az ingerre torténd diszkriminécios
zavarok léptek fel [(Elliott and Sahakian, 1995); (Pantelis et al., 1997), (Pantelis
et al., 1999)]. Tovabbi altalanos jellegzetessége a skizofrénianak a ,,szenzoros
flooding”, vagyis a normadlis esetben kikapuzott, filterezett informaciok, eltérd
érzéklet forrasaiva valnak [(Venables, 1964), (Venables, 1969)]. Mas
pszichologiai betegségeknél, mint a manids kényszeres betegség, a poszt-traumas
stressz €és a drog addikcional szintén megtalalhatd ez a szenzoros filterezési
probléma, amit szintén ,,szenzoros flodding”-ként hataroznak meg [(Rossi et al.,
2005); (Ghisolfi et al., 2004); (Adler et al., 2001)] és mindegyik esetben okként
PFC diszregulacio szerepel [(Richert et al., 2006); (Self, 1998)].
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Az alabbiak alapjan kijelenthetd, hogy az egy-sejt aktivitas regisztraldsa és annak
analizise specialis lehetdséget biztosit a szenzoros-motoros kapuzé mechanizmus
vizsgalatahoz és igy a mechanizmus megértéséhez. A szenzoroS-motoros kapuzo
mechanizmus, azon beliil is a PPI, bizonyos agyi strukturakhoz kotheto,
mindeniitt jelenlevd és konzisztens mechanizmus eredménye. Ezaltal, a kapuzo
mechanizmus szempontjabol kitiintetett régio, elsésorban a PFC-nek a folyamat
szabalyozéasaban betoltott szerepének vizsgélata, szabadon mozgd, viselkedd

allatokon, komoly jelentdsséggel bir.
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Az eldbbiekben bemutattam, hogy a megrezzenési reakcid és annak modositott
valtozata, a prepulziv gatlds milyen jelentdsséggel bir a szenzorosmotoros
gatlassal kapcsolatban. Tovabba részleteztem, a prefrontalis kéreg jelentOsségét a
PPI szabalyozasa sordn. Végiil kitértem arra is, hogy az egy-sejt aktivitasi
vizsgalatok még tovabbi, a szabalyozas pontosabb megértéséhez szolgaltatnanak
informaciot.

A fenti allitdsokat figyelembe véve azzal szembesiiltiink, hogy jelenleg nincs
olyan technikai megoldas, amely a rendkiviil gyors fejmozgasok regisztralasara
alkalmas lenne, szabadon mozgd, viselkedd allatokon. Tovabbi problémaként
késObbiekben elvezethet a lokalis és a nagyobb haldzatok vizsgélatdhoz, igen
csekély szamu megoldas ismert. Mindezeket 6sszefoglalva sziikséges volt egy
olyan sokcsatornas elvezeté rendszer, headstage kialakitasa, mely alkalmas a
megrezzenési reakcid soran is stabil unit aktivitds regisztraldsra, valamint egy
olyan megoldasra, amely a tér harom dimenzi6jaban szabadon mozg6 allaton is

nagy pontossaggal képes a megrezzenési valaszok mértékének meghatarozasara.

A tovabbiakban bemutatom a sokcsatornas elvezetéssel kapcsolatban altalunk

alkalmazott multi-unit technika elméleti hatterét.

2.1.5 Sokcsatornas elvezetés elméleti hattere

Az 1idegrendszert alkotd sejtek egymassal akcids potencidlokon keresztiil
kommunikalnak. Ezeket a rovid lefutasu fesziiltségvaltozasokat mas néven spike-
nak hivjuk. A neuronokndl 4ltalaban a spike aktivitds valamilyen kiilsé inger
hatasara jon l1étre. Az inger szarmazhat: a szervezeten beliilrdl, tehat lehet belso
jelre adott, illetve a kiilsé kdrnyezetbdl jovo hatasok eredményeként, azaz lehet

az idegsejtek kiils6 hatasra adott valasza.
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Az ingerekre adott sejtvalaszok uV-0s amplitddé nagysaguak, valamint ms
id6tartamuak lehetnek. A neuronalis valaszok kozott bizonyos, sejttipusra
jellemzé refrakter periodus (2-5ms) kovetkeztében, a spike-ok kozotti
id6intervallum alakul ki, amikor a sejt ingeriiletbe nem hozhatd. A neuronok
mikddése és azon beliil a spike aktivitds hatdrozza meg az idegsejtek kozotti
kommunikaciot, amely elvezet az idegrendszer valaszainak kialakitdsahoz. Ennek

crer

egyes spike tipusok, és ezaltal az azokat generalo sejtek, elkiilonithetokké tehetok.

Attol fliggben, hogy a regisztraldshoz hasznalt elektrédank hol helyezkedik el,
besz¢lhetiink: extracellularis, illetve intracellularis elvezetésrol. Extracellularis
elvezetés sordn az elektroda a sejt kozotti térben taldlhatd. Ennek a tipust
elvezetésnek az eldnye, hogy nagyszamu sejtet lehet szimultdn regisztralni,
azonban a jel amplitidoja viszonylag alacsony, 10-500 puV nagysagu. Masodik
esetben, mely sorén, a sejten beliili térbdl vezetiink el, nagyobb amplitidoji sejt
valaszokat kapunk, azonban csak az adott sejt aktivitisat tudjuk ennél az

elvezetési modszernél megfigyelni.

Spikesorting algoritmusokat az extracellularis elvezetésekbdl szarmazd jelek
feldolgozasara alkalmazunk, mivel a szimultan spike aktivitasokat el kell tudni
kiiloniteni egymastol. Az extracellularis térben az egyes neuronok sejtkisiilésein

kiviil lokalis mezdpotencialok (LFP) is regisztralhatok, melyek a posztszinaptikus

crer

2.1.5.1 Tetrod technika
Az extracelluldris térbdl torténd elvezetések soran tobbfajta elektroda
konfiguracio6 ismert, mint példaul: az tivegkapillaris mikroelektroda, az egy vagy

tobb kontaktust fémszal, illetve a szilicium alapt, ugynevezett szilikon probe.
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Kisérleteink sordan a tobb sejt jelének szimultan regisztralasara alkalmas tetrdd
technikat alkalmaztuk (3-5. abra). A tetrod négy darab egykontaktusu elektrédbol
all.

Tetrod

Amplitado

i

Tetrod csatornak

M\f\k

Tetrod csatornak

Amplitado

3. éabra
Tetrod elvezetés patkany dorzdlis hippocampusbol. A sematikus dbra
a tetrod hegyenél torteno egy-sejt aktivitas elkiilonitését mutatja be.
A ket szélso elektroda a hozza kozel elhelyezkedo “kék”, illetve
“piros” neuront eltéero amplitudoval latja, amely alapjin jol

szepardlhatova valik. (Stuart Layton nyomdadn)

Ezzel a modszerrel 1 tetroddal egyszerre 4 kozeli helyrdl lehet folyamatos unit €s
mez0 potencial aktivitast regisztralni. A tetrodos elvezetés lényege, hogy
egyszerre tobb sejtet lehet szimultdn megfigyelni, mivel a kiillonb6z6é sejtek
egymastol eltérd geometriai tavolsaggal rendelkeznek, ami az eltérd elektrodokon
eltéré6 nagysagu idegsejt valasz nagysagot produkal (4. abra). Ez alapjan

elkiilonithetdvé valnak az egyes neuronok egymastol.
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4. abra

A tetrod elektroda hegyének kornyezetében regisztralhato egy-sejt
aktivitasok teri elhelyezkedése. A maximalis tavolsag, amig a tetrod
elektroddk ,,ellatnak” kb. 140 um, amely térrészben a regisztralhato
egy-sejt aktivitasok 1100-ra tehetok. A gyakorlatban egy sziikebb
teriilet, kb. 60 um sugaru korben képes, 140 egymastol jol
elkiilonitheté egy-sejt aktivitast regisztralni. (Buzsaki, 2004)

Az elektroda elvezetd felszinéhez kozelebb 1évo sejtek akcids potencialjainak
amplitudoi nagyobbak lesznek, illetve az unitok szélessége eltérd lesz a tavolabbi

elektrodan 1évokéhez képest (4-5. abra).
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5. abra

A bazolateralis amygdala (BLA) neuronjairdl térténd egy-sejt
aktivitasi mintazat regisztraldsa (balra). A-D: az egyes tetrodot
alkoto  elvezeté elektrodakrol szeparalhato unit aktivitasok
Descartes-féle koordindtarendszerben torténé megjelenitése. A
spike-okat csucsi amplitudojuk és a hozza tartozo fesziiltség alapjan
szeparaltak el egymastol. Az azonos szinii ,,felhok” ugyanazt a sejtet
jelentik a BLA elvezetés sordan. B, C és D dbra: a clusterezett spike
hullamformai. Az osszesitett és az dtlagos hullamformakat csak 3
csatorna segitségével jelenitették meQ. (Jobbra) A 4 dsszetekert
elektroda elektromikroszkopos képe. (A fekete sav: 10 mikrométer)
(F. Windels- nem publikalt abra)

Azonban a tetrodok alkalmazéasaval jelentés mértékben megndvekszik az
elvezetések komplexitdsa (a sejt szeparacid bonyolultabba valik, a nagyobb téri
tavolsdgok miatt eltérd rétegvalaszokat eredményezhet). Emiatt rendkiviil
fontossa valik az elvezetd kontaktusok geometriai elhelyezkedése, mert ez alapjan

allapithaté meg a szeparalt idegsejtek kozotti kapcsolat. A neuron aktivitasok
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Mmintazata sejtre jellemzd. Eltéré tulajdonsdgaik alapjdn (amplitddo, unit

sz¢élesség) lehet az egyes neuronokat szeparalni.

3. Probléma felvetés

A jelen kutataselsodleges célja az volt, hogy leirhatova és ezaltal
vizsgalhatovategyiik a szenzoros kapuzas parametrikus tulajdonsagait. Erre a
célra egy specialisan kialakitott elvezetd rendszer kifejlesztése valt sziikségessé,
amely a medialis prefrontalis kéregbe (mPFC) {iltetett kronikus elektrodokkal
alkalmas single-unit tevékenység elvezetésére, szabadon mozg6 allatokon. A
gyors feymozgasok regisztralasara alkalmas eszkoz-egylittest kifejlesztettiink,
mert ugy véltiik, hogy ezzel tovabbi hasznosithato adatokat szolgaltathatunk a
megrezzenési reakcid ¢€s annak modositott valtozata, a prepulziv gatlas

neurologiai hatterének megértéséhez.

Kisérleteink végrehajtasa megkoveteli, hogy mindkét neuronalis folyamat
(megrezzenés és PPI) sorédn stabil elvezetéseket alakitsunk ki, mivel a végsé cél
az volt, hogy tesztelni lehessen a szenzoros kapuzasi folyamatot, a single-unitok
szintjén. A hipotézisiink az volt, hogy a prepulziv gatlds hatdsara a megrezzenési
ingerre kialakuld kapuzas mértékének csokkenése a mPFC-ben megfigyelhetd
neuronalis valasz valtozast idéz eld. A single unit aktivitasok regisztralasaval
tehat az a reményiink, hogy az mPFC szenzoros kapuz6 mechanizmus

szabalyozéasaban betoltott specialis mitkodésérdl kaphatunk képet.

3.1 Célkitilizések

e Olyan mikrodrive kifejlesztését tliztem ki célul, aminek elényei (mint pl.
kompakt szerkezet, alacsony ossztomeg, illetve kis méret, ami nem

korlatozza egy kifejlett patkany fajra jellemzo, szokdsos viselkedését,
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tovabba konnyen adaptdalhato a kiilonbozo kisérleti helyzetekre, rendkiviil
stabil elvezetést biztosit, stb.) lehetévé teszik, hogy a megrezzenés soran
megfeleld egysejt-elvezetéseket hajthassak végre, szabadon mozgd,

viselkedo allatokon.

Tovabbi célul tliztem ki, a megrezzenési reakcio ¢s modositott valtozata, a
prepulziv gdatlis (PPI) multi-unit technikdval torténd (sokcsatornads,
tetrodos elvezetés) vizsgalatat, laboratoriumi patkdany medidlis prefrontdlis

kérgébil (mPFC).

Kisérleteink soran felmeriilt a startle reakcidban a megrezzenés
meértékének eddigieknél adekvatabb mérését lehetové tévo modszer
kifejlesztésének a sziikségessége. Kutatocsoportunk erre a célra
Kifejlesztette a 3D fejgyorsulds mérd technikai eljarast, amivel a
koradbbiakhoz képest a megrezzenés kezdetét és nagysdagdat joval

pontosabban képesek vagyunk meghatdrozni.
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4. Modszerek

Ebben a fejezetben vézlatosan bemutatom az altalunk alkalmazott, elvezetd
rendszert, és részletesebben ismertetem az altalunk kifejlesztett, nyomtatott
aramkori lapokbol (PCB) eldallitott mikrodrive-ot. A tovabbi fejezetekben pedig,
gyakorlati felhasznalds soran mutatom be a megrezzenési vizsgalatokhoz
elengedhetetlentil szlikséges, fejgyorsulasmérdn alapuld, a megrezzenés meértékét
detektald eszkozt.

Elektrofiziologiai rendszer

A megfeleld technikai hattér elengedhetetlen ahhoz, hogy adekvat magatartasi
vizsgalatokat végezhessiink, elektrofiziologiai mddszerekkel. A megrezzenési
vizsgalat soran ezek a problémak még fokozottabbak nehézségeket jelentenek. A
hirtelen, nagy amplitado6ja feymozgasok kovetkeztében, az elvezetések instabilla
vallnak, ami miatt a magatartasi valaszok korrelaltathatosaga az egy-sejt
tevékenységekkel lehetetlenné valnak.

A multiunit elvezetésekhez hagyomanyosan szobanyi elvezetd rendszerek
tartoztak (5. abra).

L
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Matt Wilson 96-csatornas multi-unit laboratoriumanak belsd
felvétele (1999). A szobanyi elvezet6 rendszert igénylo regisztralas és
az azzal parhuzamosan torténé megjelenités.

A csatorna szam emelésével a labormiiszerek és ezzel egylitt a laborok mérete is
szignifikdnsan novekedett (6. dbra). Ennek a problémanak a kikiiszobdlésére nyilt
lehetéségem Szabd Imre Professzor Ur kutatolaboratériumaban. Szamos olyan
technikai fejlesztésben volt szerencsém részt vennem, amelynek célja az elvezetd
rendszerek drasztikus miniatiirizalasat ttizte ki célul (7. abra).

64 csatornds elvezeto

rendszer : Al
32 csatornis Fénykabe

Tether csatlakozo

I
4
USBltépkibel

Mikrodrive

O 0 0 O
1 G 3 4 5 o} /

O ¢ 8

(R AR |H (Il 1;\ I :|1'1
9 1 N 12 13

7. abra

64-csatornas elvezeto rendszer. 32-csatornas, 8-tetroddal feltoltott
mikrodrive, valamint a hozzakapcsolt 32-csatornds elderosito,
tovabba egy elvezetd ,, litze-kabel-en” (Tether) keresztiil kapcsolodik
a 64-csatornas regisztralo rvendszerhez. A foerosité és az AD
konverter Osszevondsa egy panelre jelentos méretbeli csokkenést
eredmenyezett. A szamitogépbe az adatok szerializdalva, optikus
kabelen keresztiil futnak be.

39



Az altalunk kifejlesztett technikai megoldéasok lehetdséget nytjtanak mély
struktirak, mint példaul az amygdala, tobbcsatornas, széles savban torténo,
szimultan elvezetések kialakitasara (7. és 8. abra).
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8. abra
Amygdalabol torténo 32-csatornas elvezetes. A széles savon torténo
rogzitést kovetden a felso négy csatorna 1 (5-8 szamozas) tetrodbol
szarmazo unit aktivitast reprezentalja. A 4-S csatorna a hozza tartozo
lassu hullam, mezd potencialt jeleniti meg. A CED Spike2 program
segitsegével a csatorndk sziirése (unit vagy lassu hullam) egyenként
bedllithato.

A tovabbiakban a disszertaciom alapjat ado PCB mikrodrive bemutatisaval
kivanok foglalkozni.
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5. Moadszertani eredmények (technikai fejlesztések)
5.1 PCB mikrodrive

Szamos laboratorium szembesiilt azzal a ténnyel, hogy kénnyen eléadllithato,
rendkiviil stabil, a kisérletek szempontjabol plasztikus, modulokbol
osszedllithato, viszonylag kisméretii, ezdltal ragesdalokra, foként patkanyokra
alkalmazhato mikrodrive nem létezik. Ezért Kutatocsoportunk Szabd Imre
Professzor Ur vezetésével egy ujfajta megkozelitést valasztott a fenti
kovetelményeknek megfeleld kifejlesztésére. Ennek a fejlesztésnek a kezdeti
Iépéseit mutatom be roviden az értekezés kovetkezo részében.

5.1.1 PCB mikrodrive-al kapcsolatos el6zmények

Annak ellenére, hogy a sokcsatornas, multi-unit regisztralasi technikak az elmult
¢vtizedekben szignifikans novekedést mutattak, a neuronalis aktivitds mérése
szabadon mozgd allatokon, tovabbra is igen komoly kihivasokat jelent az
idegtudomanyban (Buzsaki, 2004); (Csicsvari et al., 2003); (Czurko et al., 1999);
(Foster and Wilson, 2006); (Harris et al., 2002); (Hirase et al., 2001); (Lin et al.,
2005); (O'Neill et al., 2006). Az egyik {6 aspektusa ennek a problémanak, hogy a
sokcsatornas eszk6zOk, ezen belil a mikrodrive-ok eldallitasat, tradicionalisan
magas technikai tudassal €s felszereltséggel rendelkezd, illetve erre a feladatra
specialisan kialakitott laborok végezték. Ezaltal a mikrodrive-ok kereskedelmi
forgalomban elérhetokké valtak, mint pl: Neuralynx Inc., Tucson, AZ, USA;
Alpha Omega Engineering, Nazareth lllite, Israel; Plexon Inc., Dallas, TX, USA;
Axona Ltd., St. Albans, UK, azonban igen magas aron, és ami a legnagyobb
gondot jelentette, hogy az adott kisérleti feladathoz nehezen vagy egyaltalan nem

adaptalhatoak voltak.
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Néhany évvel kordbban, Professzor Szabd Imre vezetésével mar sikeriilt
bemutatni egy nyomtatott aramkori lap (PCB) technoldgiara épiild, kompakt,
modularis szerkezetii, sokcsatornas mikrodrive-ot (Szabo et al., 2001). Az akkori
publikaciéban bemutatott mikrodrive-on, szdmos valtoztatast hajtottunk végre,
ami jabb és jabb verziok sziiletéséhez vezetett. Felhasznalva az igy megszerzett
tudast, tokéletesitettik a PCB mikrodrive-unkat, foként a stabilitds és a
felhasznalhatdsag szempontjaira fokuszalva. Optimalisabb alak és geometriai
kialakitast értiink el, tovabba kifejlesztettiink egy olyan elektroda interface lapot,
amelyhez kozvetleniil kapcsolhaté az elderdsitd. Ezekkel a valtoztatasainkkal, a
mikrodrive feltoltése elektrodakkal, joval egyszeriibbe valt. Egy fontos elonye az
altalunk kifejlesztett, Gijfajta, PCB mikrodrive-nak, 6sszehasonlitva a tobbi, otthon
elkészithetd eszkozokkel szemben, hogy nem kovetel meg specialis technikai
tudast, illetve kiilonleges eszkdz igényt sem tamaszt az Osszeszerelése sordn,

mégis mindezek nélkiil is képes kimagaslo precizids pontossagot biztositani.

5.1.2 Anyagok és modszerek

A mikrodrive, az eredeti PCB mikrodrive-okhoz hasonléan, PCB modularis
elemekbdl, bronz csavarokbol és anyakbol, réz tavtartokbol és flexibilis szilikon

csOvekbdl all. A mikrodrive keresztmetszeti képét a 9. dbra szemlélteti.
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9. é4bra
PCB mikrodrive hosszanti metszeti képe. Az igy bemutatott abran jol
lathatova valnak mind az elektrodak, mind az oket mozgato részek
elhelyezkedése, valamint a mechanikai osszedllitasa a PCB

mikrodrive-nak.

Két darab, bronz, #00-90” gombolyh fejti csavar (J.I. Morris Co., Southbridge,
MA, USA) lathatdo az abran, amelyeket vizszintesen korbevesz a PCB lapka
(vizszintes fehér réteg). A hossza és rovid réz tavtartok (3M Board Mount
Interconnect Products; DigiKey Corp., MN, USA or RS Export, RS Components
Ltd., Corby, Northamptonshire, UK) vertikalis elhelyezkedésiick ¢és teljes
mértékben keresztiil érnek a PCB rétegeken. A tavtartok és a csavarok hosszait a

kisérleti igényeknek megfelelden lehet roviditeni.

Ebben a PCB mikrodrive verzidban, az elektrédakat kisméretli PCB lapkak
mozgatjak, amelyeket egy hexagonalis csavarhoz rogzitettiink. Ahogy a
csavarhuzoval allitunk a csavaron, az ,,anya”-val fel-, vagy lemozognak a kis PCB

lapok. Parhuzamosan a csavarral, a hossza €s rovid, réz tavtartok, melyek mind
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az 5 PCB rétegen keresztiil mennek, stabilan tartjak a mozgathatoé lapkdkat. A
hosszu tavtarté rudak tal is nyulhatnak a csavarokon, ami egy kisebb atmérdji
PCB lemez altal be is fedhetdvé valik. Az abran (9. abra) lathato elrendezésben,
az opcionalisan lefedett mikrodrive, rovid €s hosszu elektrodakkal feltdlthetoveé
valik. Ilyen esetben, a hosszu elektrodak sériilékenyekké valhatnak, mivel a felsd
PCB lemezeken til nyulnak, amit a fedd6 PCB lapka alkalmazasaval,
kikiiszobolhetiink. Az alacsony €s magas elektréddk az interface lapon taldlhato

csatlakozé pontokhoz forraszthatok. Az alacsony és magas elektroda elrendezés

sematikus képe a 9. abran lathato.
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10.4bra
A mikrodrive osszeszeréléséhez sziikséges nyomtatott aramkori lapok
sematikus képe. A PCB lapokon feltiintetett szamok jelzik, hogy az
osszeszerées soran hova kertilnek. Az dbran feltiintetett PCB lapokbdl

2 db 32/64-csatornas mikrodrive készitheto.

A 10. 4bra feliilrdl mutatja be a 6 db PCB lemezt, amelyet az Osszeszerelés
alkalmaval felhasznaldsra keriil. A legaltalanosabb, kerek fejii csavarokat
alkalmaztuk. Egy mikrodrive maximalisan 16 csavart tartalmazhat. A kor alakt
elrendezése a csavaroknak a korabbi PCB mikrodrive dizajnbol szarmazik (Szabo
et al., 2001), ami a mikrodrive-oknal a legaltalanosabban alkalmazott elrendezés
iIs egyben ((Neuralynx Inc., Tucson, AZ, USA). Az elénye ennek az
elrendezésnek, hogy a mikroelektrodak konnyebben Osszefoghatok egy vezetd

,.grid”/racs segitségével, amelyek a drive kozepén helyezkednek el. Altalaban, a
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sajat kisérleteink soran, a ,,felezett” PCB mikrodrive format valasztjuk. llyen
mikrodrive esetén 8 csavar mozgatasara van lehetdség. A 8 csavarhoz 8 db tetrod
tartozik, ami 32 csatornas elvezetést biztosit a felhasznalé szamara. Az

elektrodakat kényelmesen lehet az interface laphoz rogziteni (9. és 11. abra).

Hosszu tarto

Rovid tarto rudak furatai rudak furatai

2 Mozgathaté Hosszu tarto rud furata

PCE lemezek
Szilikon csovek furatai

Csavarok furatai
Csavar furata

Csavar anya forrasztasi
(A) (B) felszin

11. 4bra
Félkorives mikrodrive osszedllitdsat segito sematikus abra. A: a
félkorives PCB lap, valamint az azon elhelyezkedo, kisméretii lapkak,
illetve az azokat mozgato csavarok és tarto rudak elhelyezkedésének

sematikus abrdja. B: a kisméretii, mozgo lapka sematikus képe.

Ahogy azt mar korabban emlitettiik, ennél a PCB mikrodrive-nal apré nyomtatott
aramkori lapok mozgatjak az elektrodakat. Ezek a kicsi PCB lapok cstisznak le,
fel a nagyobb PCB lapok kozott (11.B abra). Hogy megnoveljiik a stabilitasat az
elektroda mozgatdé mechanizmusnak, a hosszu tavtarté rudak a Kicsi lapok
kozepén nyulnak keresztiil, tovabba a rovid tavtartok a kis lapok mellett szorosan
elhelyezve gatoljak a lapkak oldalirany(l elmozdulasat (9. abra). Ebben az
elrendezésben, a mozgo lapkaknak még a kisebb oldal irdnyt rotaciojat is kizarjak
az altalunk alkalmazott tavtartok €s igy precizen megkozelithetd a csavarok
forgatasaval a kivant elektrdda pozicid. A csuszo lapka finoman mozog le és fel
a tavtartok segitségével anélkiil, hogy barmely irdanyba is elfordulna. Ez a
technikai megoldas igen komoly stabilitast biztosit az elektrodak mozgatasahoz,
ami roppant fontos szabadon mozg6 allatokon végzett kronikus unit regisztralas
soran.
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A kilencedik abra illusztralja (9. abra), hogy a két flexibilis, vékony (TSP100200,
100 és 200 um belso ¢és kiils6é atmérd; Polymicro Technologies, Phoenix, AZ,
USA vagy Optronis GmbH, Kehl, Germany, EU) szilikon csovet, amelyet
pillanatragasztoval rogzitiink a mozgd PCB lapkékhoz, a csavar elforditdsanak
iranyatol fliggden, rendkiviil precizen mozgathat6 (egy teljes fordulat a csavaron
300 nanométer). A vékony szilikon cs6 tartalmazza a mikroelektrodainkat,
melyek segitségével rogzitjiik az elektrofiziologiai jeleket. Tetrod elektrodaként
a kovetkezo tipusu drotokat alkalmaztuk: 25 um atmérdjti, H-ML szigetelésti Ni—
Cr (Stablohm 675), illetve 12 um, H-Formvar szigetelést (Butyral bond coated)
wolfram elektroda (California Fine Wire, CA, USA). Az elektrodaink hegyei,
attol fiiggden, hogy az un. ,,hossza” vagy ,révid” tetrédokrdl volt-e sz6, az
interface lemezen egymastol jol elkiilonithetd helyre csatlakoznak, ahogy

korabban is sz6 volt rola (7. abra).

Az Un. ,,vastag” szilikon kapillaris cs6 (TSP250350, 250 és 350 um belsé és kiilsd
atméroji, szilikon kapillaris), ami az eddigiekkel szemben teljesen 01j ebben a
mikrodrive elrendezésben. Ezeket a vastag kapillaris csoveket szintén ragasztoval
rogzitettilk oda az als6 PCB lapokhoz. Ezzel az ,alagut” rendszerrel, mint egy
vezetd csovel, védelmet biztositunk a vékony szilikon csoveknek, amelyek az
elektrédainkat tartalmazzak. A vastag szilikon cséveket egymashoz ragasztjuk,
amivel az elektrodék elhelyezkedését biztositjuk, hasonléan, mint a korabbi PCB
mikrodrive-nal alkalmazott elektroda vezetd racs esetében (Szabo et al., 2001). A
vastag szilikon kapillarisok a megfeleld irdnyba vezetik a vékony szilikon
csoveket az elektrodokkal, kialakitva egy vagy tobb koteget, mellyel a céltertilet
elérése a legalkalmasabb. Ezzel a megoldassal a mikroelektréddk stabil
pozicidoban lesznek tarthatok, ami a szabadon mozgo6 allatokbol torténd idegi
aktivitds regisztracid sordn végig fenntarthat6. Természetesen, a szilikon cs6

felvalthatoé megfelel6 méretii fém csovekkel is, ha arra van sziikség.
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Azt kovetden, hogy a mikrodrive-ot dsszeallitottuk, feltoltjikk a vékony szilikon
csoveket regisztrald elektrodakkal. Kisérleteink soran, a tetrod gyartashoz, a 25
um H-ML szigetelt Ni-Cr elektrodakat hasznaltuk (Stablohm 675, California Fine
Wire, CA, USA). Mikroszkop segitségével belefiizhetd a vékony kapillarisokba a
4 elektr6dabol sodort tetrod. Miutan a ,,rovid” €s a ,,hossz” kapillarisokat is
feltoltottiik, a két kiilonbozd szint segit abban, hogy kényelmesen csatlakoztassuk
az elektrodaink végeit az interface lemezhez. Abban az esetben, ha a 8 csavaros
valtozatot valasztanank, akkor a kerek felépitésti PCB lapokat el kell felezni, két
azonos félre. Azonban az interface lemez tokéletesen illeszkedik az igy kialakitott
,fel” mikrodrive-hoz is (11. és 12. &bra). Ebben az elrendezésben, a hosszi
tavtartokra felhelyezett fedé PCB lemez, amely az interface lemezzel egylittesen,
elzarja az elektrodaink végeit és ezaltal mentesiti a sériilésektdl. Az elektromos
zajok altal gerjesztett artefaktok kisziirését szolgalhatja, a hosszu tavtartok
egymashoz csatoldsa, mely igy, mint elektromos arnyékolas szolgal, ha a rudakat

az interface lemezen talalhaté GND/f6ld ponttal 6sszekotjiik.

Amikor a mikrodrive-ot feltoltottik a ,,rovid” és a ,hosszi” regisztralo
elektrodakkal, az interface lemez alsé vagy felsé csatlakozod sor pontjaihoz kell
forrasztani (10. abra). Foként azért fontos erre felhivni a figyelmet, mert a
kordbbihoz képest az elektroda interface lemezt atterveztiik (13. dbra). Az ujra
értelmezett interface lemezeknél mind 32, mind 64 csatornas valtozat is
rendelkezésre all. Az 0j elrendezés kiilonbozo, 2 soros mikro-csatlakozot (0.050”
Grid Double Row Interconnects from Mill-Max Manufacturing Corp., Oyster
Bay, NY, USA or Preci-Dip brand connector, series 853, 100 pins, double row,
Felco Electronics Ltd., UK, EU) felhasznalasi lehetdségét biztositja, s6t, a PCB
lap aljan talalhato, eldre gyartott pin lyukak, nagy stirliségli mikro-csatlakozo

illeszthetdségét biztositja.
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ELECTRODE INTERFACE-64

12. 4bra
Elektroda interface lemezek elblnézeti képei. A: 32-csatornas
interface lemez képe, B: 64-csatornds elektroda interface lemez képe

lathato.

A 12A abran lathato, 32 csatornds valtozat, 2 rétegi PCB (25mmx24 mm). Ezt a
valtozatot, a 8 csavaros, egymastol fliggetleniii mozgathatd, 8 tetrodos
valtozathoz ajanljuk. Az elrendezés eldnye abban all, hogy 3 sor forrasztasi pont
taldlhato rajta, minden egyes elektroda csatlakoztatdsara. Ezek a forrasztési
ponttal ellatott, &tmend furatok, 6ssze vannak kapcsolva a hozzatartozo, a lemez
aljan talalhato, elektroda csatlakoz6 pontjaval. Ez a megoldas, hogy minden egyes
elektroda barmely, a 3 soros, forraszthatd ponthoz csatlakoztathato, a felhasznalo

szamara kényelmessé teszi a hasznalatot (12. dbra).

Az elrendezés lehetdséget biztosit arra, hogy két, kiillonbozd szinten veégzodo
tetrod elektroddkat forrasszunk be az interface lemezbe, azéltal, hogy a
mozgathato lapkan a lehetséges tetrodok szdmat megduplazzuk (9. dbra). Ebben
az esetben, a 8 csavaros mikrodrive-ot, ha 16 sztereodrottal toltjiik fel, akkor 32
csatornas, mig, ha tetrodokat hasznalunk, akkor 64 csatornassa alakithatjuk a
mikrodrive-unkat. 64 csatornas esetben vagy két darab 32 csatornas interface

lemezt (12A. abra) vagy egy darab 64 csatornds interface lemezre lesz sziikség
(12B. abra).
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A masodik esetben, a 64 csatornds interface lemezhez (12B. abra) egy 4 rétegli
PCB (25mmx23 mm) terveztiink. A PCB lap aljan, el6re gyartott furatok
talalhatok, két soros, 32 pin-s, nagy sirliségi Preci-Dip mikro-csatlakozok
rogzitéséhez. Az interface lap felsd részén csak egyetlen lehetdség van az
elektrodak csatlakoztatdsara. Ez az interface lemez, hozza épithetd 8 csavaros
mikrodrive-hoz, ahol a kis, csusz6 lapkak 2 tetrddot mozgatnak darabonként,
illetve, ha a teljes cilinderli, 16 csavaros mikrodrive-ot valasztja a felhasznalo,

akkor 16 egymastol fliggetlen tetroddal 1athato el.
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13. 4bra

Tovabbi sokcsatornas elrendezés, szimpla és “emeletes” mikrodrive

sematikus képei. A-B: a csatorna maximalizdlas érdekében az (A)

esetben 64-csatorndig, mig a (B) esetben, az emeletes elrendezésnek

koszonhetoen akar 128-csatornaig novelheto az elektroda szam. C-
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D: abriakon a PCB mikrodrive-ot felépité elemek keriiltek

bemutatasra.

Azt kdvetden, hogy a megfeleld interface lemezt csatlakoztattuk a mikrodrive-
hoz, az elektrodaink felsé végén el kell tavolitanunk a szigetelést és forrasztasra
alkalmassa kell tenni (13A. B és 14. abra). Az elektrodak beforrasztasat sztereo-
mikroszkop segitségével végeztiik. Esetleges alternativaként szolgalhat, ha az
elektrodakat specialis, apro nikkel vagy eziist szemcséket tartalmazo ragasztod
(GC electronics, Rockford, IL, USA) segitségével vagy kaktusz pine-kkel

rogzitjiik az interface lemez megfeleld furataihoz.

A legfobb eldnye ennek az 0 tipusu elektrdda interface lemeznek, hogy a lemez
a mikrodrive mellett helyezkedik el, valamint, hogy a mikro-csatlakoz6 sor, ami
az elberdsitét rogziti, a lemez aljan taldlhatd. Ezzel az elrendezéssel, a sok-
csatornas elderdsité nem ndveli meg a headstage vertikalis mértékét, nem nyulik
tal a mikrodrive hosszdn, és ezédltal nem fog mechanikus ¢€s elektromos
artefaktokat begytjteni a kornyezetébol. Tovabbi tény, hogy a mikrodrive-hoz
kialakitott, 32 csatornas elderdsitd (Noted Bt.,, Pécs, Magyarorszag,

http://www.users.atw.hu/braintelemeter/headstage-32.htm),  kozvetlenil az

interface lemez melletti elrendezése, a méretébol adodoan, tokéletes védelmet

biztosit az elvezetd elektronikanak, amit a mikrodrive egésze is tovabb novel.

Ez, a mikrodrive oldalan torténd elhelyezése az elektroda interface lemeznek,
tovabbi elrendezésekre ad lehetdséget. Az egyik ilyen lehetséges elrendezés, az
egymas tetejere helyezett, két mikrodrive-os véltozat. Ezt emeletes PCB
mikrodrive-nak neveztiik el. A 13-s dbra mutatja, miként kellett kissé modositani
PCB dizajnon, hogy elegendd tér maradjon a keresztiilfutod szilikon cséveknek
(13C ¢és D abra). Az ,emeletes” mikrodrive alsd része a 10B abra alapjan
értelmezhetd. Természetesen, ebben az elrendezésben sziikség van olyan,
forrasztasi ponttal nem ellatott furatokra, amelyek mind a f6 PCB elemeken, mind

a kis, mozgathat6 lapkdkon megtalalhatok. Az ,.,emeletes” PCB mikrodrive nem
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jelenti azt, hogy a kereskedelemben kaphat6 mikrodrive-oknal magasabb, sokkal

inkébb a moduléris PCB mikrodrive dizdjnban rejld lehetdségeket mutatja be.

A PCB mikrodrive miitéti implantacidja sordn a tavtartokhoz tovabbi tavtarto
forraszthat6 hozza, mely igy megnoveli a teljes méretet. Ez a tavtarto segitségével
a mikrodrive kényelmesen rogzithetové valik a sztereotaxikus célzd eszkdzhoz,
amellyel a pontos implantaci6 végrehajthatd, majd a miitét befejeztével
egyszeriien lecsiphetd. A koponyacsontba furt csavarok fogészati akrillattal
torténo fixalasa lehorgonyozza a mikrodrive-t és ezzel erés mechanikai rogzitését
alakitunk ki. A célteriilet felett tovabbi furatot képeziink, keresztiil a csonton,
valamint az agyhartyat is eltavolitva. Mindezeket természetesen, preparalod

mikroszkop segitségével hajtjuk végre.

14. abra
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8 tetrod elektrodaval feltoltott mikrordrive képe (tovabbi részleteket ldasd

alabb a szovegben)

A 14-s abra egy 32 csatornas, PCB mikrodrive-ot mutat be, implantaciot
megelézéen. Magassdag: 4,5 cm; tomege: 7,5 g. A vastag szilikon csévek felsd
részét €s a hosszu tavtartok also részén kialakitott hajlitott végeit, az akrilatban
rogzitjiik. Az elektroda koteget a vizsgalni kivant agyi régioba siillyesztjiik, majd
a szabadon marad6 agyfelszint az elektrodakkal, tovabba a vékony és vastag
szilikon csOveket egyiittesen, lefedjiik paraffin: paraffin olaj 1:1 ardnyu
keverékével, melyet elézdleg felmelegitettiink 56 -C-ra. A szobahdmérsékleten
megkeményedd keverék megvédi az elektroda kotegiinket a kiilsé sériilésektdl,
mikdzben konnyed mozgast biztosit a kapillarisok szamara. Késdbb, tobb
rétegben fogdszati akrilatot visziink fel a koponyatetére, amelybe a hosszl
tavtartok also része is belekertil. A mikrodrive-ot és a csatlakozo sort micropore

ragasztoszalaggal fedjik le.

A PCB microdrive ujra felhasznalhato, mivel csak a hosszl tavtartok also részét
¢s a vastag szilikon csoveket agyaztuk be akrilatba. Az akrilat feloldhato
kloroformban, valamint a hosszl tavtartok azon része, amely az akrilatban maradt,
egyszerlien lecsipjik és egy kisebb darab rudazatot hozzaforrasztva, ujra
felhasznalhatova valik a mikrodrive. A vastag szilikon csovek kicserélését
kovetden, a mikrodrive Ujra feltolthetdvé valik vékony szilikon csovekkel,

amelyekben az elektrddjaink talalhatdak.

5.1.3 Médszertani eredmény diszkusszioja

A legfontosabb modositds a modernizalt PCB mikrodrive verzion, az elektroda
mozgatasara szolgald, kis, csuszé PCB lapok alkalmazasa, melyeket hatszogii
csavaranydhoz kell forrasztani. Az eredeti PCB mikrodrive dizajnban, a

csavaranyak elfordulhattak, annak megfeleléen, hogy a csavart merre mozditottak
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meg. A felgjitott valtozatban, a kis PCB lapkék csak fel és le képesek mozdulni.
A hexagonalis formaji csavaranydk mozgatjak ezeket a kis lapokat, mivel
egymashoz vannak forrasztva. Tavtart6é rudak futnak keresztiil, a kis PCB lapokon
elhelyezett apro furatokon. Ennek koszonhetden, a kisméreti PCB lapkak
rotacioja valamely iranyba teljes mértékben lehetetlen, ami azt eredményezi, hogy
a lapok a csavaranyakkal egyiitt ra vannak kényszeritve, hogy csak fel vagy le
mozoghassanak. A tokéletesitett stabilitds elérésével a mikrodrive elektroda
mozgatdé mechanizmusaban, egyértelmii eldnyt kolcsondz az eszkodziinknek a

krénikus unit regisztracid soran, szabadon mozgdé allatban.

Tovabbi elonye ennek az G PCB mikrodrive dizdjnnak, hogy nem csak egy,
hanem kettd flexibilis szilikon kapillarist lehet rogziteni egy mozgd PCB
lapkéhoz. Ez a felhasznalési lehetdség szamos kisérleti szitudcioban megoldast
jelenthet, példaul, ha a célteriilet ugyan egy bizonyos rétegre terjed is ki, azonban
alatti zonabdl kellene rogziteni. Ez az elrendezés (két tetrdéd mozgat egy csavart)
sziikséges nehany ,,place” sejt regisztralasakor, mint példaul O’Keefe eredeti
drive dizajnja esetében is el6fordult (Huxter et al., 2003). Olyan esetekben,
amikor vertikalis eltérés van két elektroda hegye kozott, jo alkalom nyilik arra,
hogy a magasabban végzddo elektrodak éppen az adott célteriiletbdl gytijtsék az
adatokat, mig a mélyebben végzd0do elektrodak mar tal is jutottak ugyanazon a

rétegen.

Tovabbi Gjdonsaga ennek a PCB mikrodrive elrendezésnek, hogy komoly
mértékben alkalmaz szilikon kapillaris csoveket. Két eltéré atmérdji szilikon
kapillaris csovet hasznaltunk fel a drive-unk felépitése sordn, ahol a vékonyabb
szilikon csovet konnyen bele lehet vezetni a vastagabba, amelyben akadaly nélkiil
képes mozogni. Ezért a vastag szilikon kapillaris védi a mozgd szilikon
kapillarisokat, amelyek a tetrod elektrodainkat tartalmazzak. Emiatt nincs sziikség

specidlis elektroda vezetd rostélyra. A vastag szilikon csovekbdl szabadon
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kialakithat6 a célteriilet feletti szimpla koteg vagy akar tobb célteriilet szimultan
elérésére is lehetdség nyilik ezzel a megoldéssal, akar szalanként is. A vékony
szilikon csdvek hasznalatanak is szamos elénye van. A sok-csatornas elektroda
elrendezés jelszint csokkenést eredményez, ha s6 oldat veszi koriil a szigetelt
elektrodakat, nagy feliiletet lefedve, valamint akkor, ha az elektroda szigetelése
kevesebb, mint 10-30 pum vastagsaga (Gross, 1979). Ennek elkeriilésére
megoldast jelent, ha a szilikon csovek végeit egy csepp ragasztoval lezarjuk.
Ebben az esetben a s6 oldat nem tud bejutni az elektrédék kdrnyezetébe €s igy ez
a jelcsokkenést eldidézd sontold kapacitds elhanyagolhatova valik, és emiatt a

megfeleld jelatvitel biztositott lesz.

A hosszu, vékony szilikon kapillarisok, melyek til nytlnak a mikrodrive-on,
rendkiviil sériilékenyek. Ennek kivédésére terveztiik a lezaro PCB lapot, amivel
ezeket a sériilékeny csoveket az elektrodainkkal, meg tudunk védeni. A masik
lehetdsége a szintben eltérd magassagban végz0do elektroddknak, hogy két, eltérd
szinten csatlakoztathatok az interface laphoz. Ez az Gjratervezett interface lapnak
koszonhetd. Tovabbi nagy eldnye még, hogy az interface lap a mikrodrive oldala
mentén csatlakozik, tovabbd, hogy szdmos, forrasztasi ponttal ellatott furatot
tartalmaz az elektrédak szamara. Ezek a csatlakozasi pontok Osszekottetésben
allnak a lemez aljan talalhatd, szintén forrasztasra elOkészitett furatokkal,
melyekbe egy vagy kétsoros, 32 pin-s, nagy slirliségli mikro-csatlakozo

helyezhetd.

A legfobb eldnye ennek az altalunk ujra tervezett interface lemeznek, hogy a
mikrodrive oldalahoz csatlakoztathato a sok-csatornas eloerdsito, ami ezaltal nem
noveli meg vertikalisan a headstage méretét. Emiatt, az elderdsitd nem gylijt be
mechanikai vagy elektromos artefaktokat, tovabba az interface lap és a mikrodrive

maga is, komoly mechanikai védelmet biztosit az elderdsitonek.

Még tovabbi eldnye ennek az ) interface lap elrendezésnek, hogy lehetségesse

valt az ,,emeletes”, egymas fol¢ épitett mikrodrive kialakitas. Kisebb atalakitassal
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a PCB mikrodrive két szintessé tehetd, ami egy nagyon elegans igazolasa a

modularis PCB mikrodrive dizdjnban rejld tovabbi lehetdségeknek.

Osszefoglalva a PCB mikrodrive felépitésben rejlé lehetéségeket: olyan elére
gyartott PCB kit kialakitasa volt a cél, amelybdl barki képes egy roppant precizen
miik6d6 sok-csatornas mikrodrive-ot 6sszedllitani. A nagyfokt pontossaga abban
rejlik a PCB mikrodrive-oknak, hogy a PCB elkészitése soran igen magas foku
gyartasi precizitast kdvetelnek meg. Masrészt, a PCB Kit-bol torténé mikrodrive
Osszeszerelés, igen konnyli, amely nem igényel kiilonleges képességeket vagy

rendkivill specialis eszkozoket sem.

Az altalunk kifejlesztett mikrodrive elonyei osszefoglalva a kovetkezok:
rendkiviil kompakt szerkezet, ujrahasznosithato, azonban a kiilonféle
vizsgdlatok eltérd igényeinek megfelelden konnyen adaptalhato Kivitel. Méretei

és tomege, egy kifejlett patkany szamdra nem korldtozo tényezdK (15. dbra).

56



15.abra
32-csatornas mikrodrive a hozza tartozo eloerdsitovel. Jelen
kisérletben 2 kronikusan beiiltetett tetrod/8 csatornas elvezeto
elektroda keriilt behelyezésre a kisérleti dllat amygdaldjaba,
valamint az agykamraba torténd transzmitter beadasra szolgadlo
mikrokaniil. Az elvezeto rendszer tovabbi része: 32-csatornds

s

eléerdsito, amihez eqy 8 csatornds szelektor és a hozza kapcsolodo 8
csatornas elvezetd rendszer csatlakozik.
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6. 3D fejgyorsulas méro eszkoz

A motoros valaszok preciz, idébeli mérése rendkiviil relevans szadmos
idegtudomdanyi kutatas soran, foként ott, ahol elektrofiziologiai vizsgalat is folyik.
A miniatiir gyorsulasmérd szenzorok hasznélataval pontosan detektalhatova valik
az allati viselkedés, tovabba az adott valasz mértéke is. Ennek eredményeként
rendkiviil jol hasznosithatd eszkdzt biztosit a szabadon mozgo, laboratériumi

kisallatok magatartdsanak méréséhez.

16. abra

Hagyomanyos, [-csatornas startle mérdeszkoz: a. Hagyomas startle
chamber felépitése; b. a megrezzenés mérésének elvi vazlata

A hagyomanyos megrezzenési reakcido mérésének elvét mutatja be a 16. dbra. A
rendkiviil gyors, reflexes valasz regisztralasanal 1 ms felbontoképességii, erdsitett

¢s digitalizalt jelbdl allapitjdk meg a megrezzenés mértekét. A startle motoros
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komponense koveteli meg a magas frekvencia értéket (1000 Hz mintavételi
frekvencia) és az analog-digital konverzido magas dinamika tartomanyat (12-bit).
Az éaltalanosan hasznalt startle mérdéeszk6zok alapjaul egy erOdmérd vagy

gyorsulasmérd szenzort alkalmaznak.

. 4

0
Nyomasérzékelo 3
_ (1D) ;
Platform Labazat
Erochatas

Elektromos
impulzus

17. abr.
Hagyomanyos, eromérésen alapuellg i;aqéro"rendszer sematikus felépitése

A hangszigetelt dobozban elhelyezett plexi lapra keriil a kisérleti allat (16. és 17.
abra). Az éallat normal viselkedését jelentds mértékben korlatozzak, mivel a
szabad mozgas soran jelentdsen eltérd nagysagu megrezzenési valaszokat lehetne
rogziteni. A megrezzenés regisztralasdnal az ingerlést kovetd 100-200 msec-0s
iddablak adatait tekintik mérvadonak a reakcié szempontjabol.

Ezeket a problémakat figyelembe véve Kutatdcsoportunk kialakitott egy a PCB
mikrodrive-hoz illesztheté 3D gyorsulasmérésen alapulo, startle reakcidé mérésére

alkalmas eszkozt.
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Mikrofon

3D gyorsulasmeéré szenzor

18. &bra
28-csatornas miniatir elderdsito, hozzdcsatolt 3D gyorsulasmerd,

valamint hozza illesztett mikrofon (Noted Bt., Pécs).

Az eredetileg 32 csatornas elderdsitdvel egybeépitett gyorsulasmérd eszkoz az
el6zéekben emlitett 1000 Hz-s rezolucid mellett 24 bit-s analdg-digital
konverzioval miikodik (18. 4bra). A 32 jelatviteli csatorndbol 4 csatornat
,felaldoztunk™ a 3 csatornas gyorsulasméro és a mikrofon szdmara. A mikrofon
segitségével a hanginger kezdeti pillanata nagy pontossaggal regisztralhatova
valt, amit triggerként fel is hasznaltunk az eredményeink késobbi kiértékelése
soran.

A miniatiir gyorsulasmérd szenzorral felszerelt, 28-csatornds elderdsitd egy olyan
lehetoséget biztosit a szamunkra, hogy a tér harom iranyaba torténd
fejgyorsulasokat rendkiviil precizen képesekké valtunk mérni. A pontos, 3 irdnya
mérésen kiviil, az ingerlés kezdetét jelz6 iddpillanatot (,,timestamp” adat) is nagy

precizitassal tudjuk meghatarozni, a mikrofonsav segitségével. Az altalunk
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kifejlesztett eszkozt kiilonbozd kisérleti szituaciokban teszteltiik, mint Pavlovi

kondicionalas (Petyko et al., 2015), megrezzenési reakcio (Toth etal., 2017)soran.

itas

Intenz

2 -1 0 1 2
Linearis gyorsulas (9)
19. abra

Fej linearis gyorsulasi értékének atlagolt eloszlasa, szabadon mozgo,
Pavlovi-félelmi kondicionalas sordan. A tér iranyainak megfelelo
atlag értékek (ax, ay és a,) a gravitdcioval aranyos kolcsonhatds
merteket fejezi ki. (Pasquet et al., 2016)
Pasquet és munkatéarsai hasonld eredményre jutottak, mint a késébb altalam is
bemutatandé fejgyorsulasi eredményeink (19. és 22. abra). A 3 komponens, ami
a tér 3 irdnyabol szdrmazd gyorsulasi tényezo, illetve az altaluk kifejlesztett
kiértékeld szofter segitségével, a kisérletiikk soran alkalmazott feymozgasokkal
még pontosabb képet alkothattak a Pavlovi-félelmi kondicionalasra adott
magatartas vizsgalata sordn. A szerzok kihangsulyozzdk a térbeli adatok

fontossagat, amivel szamos egyéb viselkedési paradigma soran még érthetdbbé

teheti azoknak az értelmezését.

Mindezek alapjan kijelenthetjiik, hogy az Aaltalunk kifejlesztett 3D
gyorsuldsmérdvel ellatott elderdsitd, amelyet a megrezzenések soran kialakulo fej

gyorsulasok mérésére hoztunk 1étre, egy olyan objektiv mérési modszer, ami a
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kronikus, szabadonmozg6 patkanyok megrezzenési valaszanak mérésérét sokkal

precizebben végzi el, mint a kordbban alkalmazott modszerek.
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/. Elektrofizioldgiai eredmények

Megrezzenési reakcio: A mMPFC-bdl torténé unit aktivitas

analizise

Ebben a fejezetben azokat az eredményeket ismertetem, amelyek az elézoekben
vazlatosan bemutatott elvezetd rendszer, illetve a részletesen leirt mikrodrive
elényeire épiild egy-sejt aktivitds regisztralasa megrezzenési reakcid soran,

szabadon mozg¢ kisérleti allatokon tortént.

7.1 Anyagok és modszerek

7.1.1 Kisérletben felhasznalt allatok

3 db felnott, 4-8 honapos, him, Wistar patkanyt (sulyuk 400-450g) hasznaltunk a
kisérleteinkhez. A szakirodalom alapjan valasztottuk a kisérleteinkhez a Wistar
torzsbe tartozo allatainkat (Varty and Higgins, 1994). Az allatokat kiilon
ketrecekben tartottuk, 12 oras nappali €s 12 Orés €jszakai ciklusban (a nappali
1d6szak reggel 6-t6l indult). A hdmérsékletet (24+-2 C-fok) €s a paratartalmat az
allatoknak legidealisabb szinten tartottuk. Allataink taplaldsara standard
laboratoriumi szilard tapot adtunk (Charles River Laboratories, Budapest,
Hungary), valamint az igényeiknek megfeleld mennyiségli csapvizet kaptak. A
sulyukat naponta ellendriztiikk. Az allatainkat az intézeti, nemzeti és nemzetkozi
sztenderdeknek megfeleléen tartottuk a kisérlet teljes idOtartama alatt
(BA02/2000-8/2012, Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvosi Kar; XXVIII
torvény, 1998, Magyarorszdg). Kisérleteink soran torekedtiink arra, hogy az

allatok szamat, illetve a kutatasok sordn esetleg fellépd fajdalmat redukaljuk.
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7.1.2 Elektroda beiiltetés

Miel6tt a viselkedési vizsgalatok elkezdddtek, nyomtatott dramkori lapokbol
(PCB) allo, altalunk kifejlesztett, a megrezzenési reakcio szélsdséges elvezetési
koriilményeire is tokéletesen alkalmazhato mikrodrive-ot készitettiink, amelyet 8
db tetroddal toltottiink fel. Az elektrodakat sztereotaxikus tton juttattuk a PFC
medialis részébe (Toth et al., 2007, Petyko et al., 2009). Az allataink altatasahoz
natrium-pentobarbital  oldatot (60 mg/kg Nembutal, Phylaxia-Sanofi,
Magyarorszag) alkalmaztunk, melyet i.p. fecskendeztiink az allatainkba, atropin
(2 mg/kg EGIS, Magyarorszag) hozzaadasaval. A fejtetordl eltavolitottuk a bort
¢s a koponyacsontba csavarokat helyeztiink, hogy stabilizalja a drive-unkat. Az
egyik csavart felhasznaltuk, mint foldet és egy masikat pedig referencia
elektrodaként alkalmaztunk. A fogaszati faroval készitett csontfuratba
poziciondltuk a PCB mikrodrive elektrodjait, még pedig ugy, hogy a
mikromanipuldtoron az mPFC kozépso értékét vettiik (AP: 2,7 mm a bregmatol
elére ¢s ML: 0,8 mm oldalsé irdnyba, a Paxinos €s Watson-féle patkany agy
atlasznak megfeleléen) (21. abra). A vékony szilikon csévek, mint vezetd csovek
szolgaltak a tetrodjaink szdmadra, melyek segitségével az elektrédaink hegye az
mPFC felszine felett helyezkedtek el. Az 6sszes tetrodunkat a prelimbikus régid
feletti teriiletig stillyesztettiik le.

7.1.3 Magatartasi vizsgalatok és felszerelések

A magatartdsi folyamatok és az ezzel parhuzamosan végzett unit aktivitas
regisztraldsa a miitétet utan, 2 hetes felépiilési idészakot kovetden kezdddott el. A
vizsgalatok egy hangszigetelt, 40x40x40 cm-s, operans dobozban zajlottak, az
allatok nappali ciklusa alatt. Az auditoros ingereket egy kettds, piezo kristalyos
hangszord szolgaltatta (MPT-177), melyet a doboz felett helyeztink el. A

tavolsag a hangforras ¢€s a patkany feje kozott 60 cm volt. Két kiilonbozé tipusu
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hangot alkalmaztunk a kisérleteink sordn. Az els6 a megrezzenést/startle-t kivaltd
hang (startle impulzus) volt 6nmagaban (120 dB-s zaj, melynek az idtartama 40
ms), a masodik a prepulziv és megrezzenést kivaltd zaj egylittesen
(prepulziv+tstartle impulzus; ahol a prepulziv inger 75 dB intenzitasa, 20 ms
id6tartamu zaj volt, tovabba a két akusztikus inger kozotti id6 intervallum pedig
160 ms hosszu volt) (20. abra).

Startle =
NPa A\

5
e e R

20 ms 40 ms

20.4bra
A kisérleti elrendezés sematikus abraja a startle és PPl soran. A
megrezzenést kivalto hanginger egy 40 ms idétartamu, 120 dB-s zaj,
mig a prepulziv inger egy 20 ms hosszu, 75 dB-s zaj volt. A PPI soran

a két hanginger kozotti idointervallum 160 ms.

A hangnyomas mértékét validalt hangerdsség mérd (ExTech EN300) késziilékkel
mértiik meg. Tovabba, a vizsgalatokat 5 perces akklimatizacios iddszak inditotta,
ami az altalanosan elfogadott PPI paradigmaknak felel meg. A teljes vizsgalati
1d6szak alatt 65 dB-s hattérzajt generaltunk, a kiilso, esetleges zajok maszkolasa
miatt. Az 5 perces 1d0szakot legalabb 48 db kiilonboz6 ingert tartalmaz6 peridodus
(24-24 startle és prepulziv+ startle) kovette. A vizsgalatokhoz az elsé 24

hangingert vettiik figyelembe. Az ingerek kozotti iddintervallumok, random 30-

65



150 masodperc kozott valtoztak. A vizsgélat teljes id6tartama 9 napra tevodott,
azonban az egyes vizsgalatok kozott legaldbb 1 nap sziinet szerepelt. A
magatartasi valtozok, valamint a kiilonb6z6 hangingerek végrehajtasanak
ellendrzését és regisztralasat a LabCommander programmal (Noted Bt., Pécs,
Magyarorszag) végeztiik. A hangingereket szamitogépes programmal generaltuk,
majd egyszerli hang fajlként (.wav) jatszottuk le az allatainknak, felhasznalva a

szamitdgép hangkartyajat erre a célra.

A neuronalis aktivitdsok regisztralasara szolgald elektrofizioldgiai rendszer a
kovetkezokbdl épiilt fel: kisméretli 32 csatornas elderdsitd (Noted Bt., Pécs,
Magyarorszag), az altalunk kifejlesztett PCB mikrodrive, amelyhez ugy nevezett
minterface” — csatlakozo lemezen keresztiil jut az elderdsitdhoz az elektrodakrol a
jel. Az elGer6sit6 tartalmazott egy 3D gyorsulasmérdé szenzort, mely a
megrezzenés mértekének meéresére szolgal, a fej 3 irdnyba torténd mozgasanak
mérése altal. Tovabba egy mikrofont, mely segitségével rogziteni tudtuk az
altalunk alkalmazott hangingereket, igy segitve az adat analizist. Az elektrodak
helyzetét a mikrodrive csavarjainak pontosan feljegyzett adatai alapjan a
szOvettani adatok birtokaban voltunk képesek rekonstrudlni. A 32 csatorndn (8
tetrod) keresztiil az idegi aktivitasokat széles sava jelként (0,1 Hz-10 kHz)
folyamatosan regisztraltuk a magatartassal kapcsolatos TTL jelekkel egyiitt, 32
bites formatumban. Az adatgy(ijt6 rendszer tovabbi tagja egy 24 bites 64 csatornas
alacsony fesziiltségli (£1,5 mV) AD konverter (LVC-64, Noted Bt., Pécs,
Hungary). Az elvezetett ¢és rogzitett jeleket offline médban, digitdlisan sziirtiik
(0,8-5 kHz). Automatikus kiiszob detektalast végeztiink, melynek eredményeként
kigylijtottiik az unit aktivitasokat (,,power” 5-szOr nagyobb, mint az alapvonal
munkatarsai (1993) altal kifejlesztett kétszeres (37,5 kHz) mintavételi
frekvenciaval Ujra mintavételezve az adatainkat, Ugynevezett csucs

szinkronizalast hajtottunk végre (Csicsvari et al., 1998). Az unitok altalaban a
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tetrod mind a négy elektroddjan megjelennek, kiilonb6zé amplitaddju hullamként.
A csatornanként kapott hulldimok mindegyikénél meghataroztuk az adott hulldm
elsd harom principalis komponensét. {gy minden unithoz tartozik egy 12
dimenzids (4 elektroda/tetrod x 3 principalis komponens), gy nevezett ,,feature”
vektor (Abeles and Gerstein, 1988, Csicsvari et al., 1998). Az igy kapott vektorok
alapjan egy automatikus klaszter analizis program valogatta szét az altalunk
kapott unitokat (Klustakwik szoftver; (Harris et al., 2000)). A tovabbiakban, egy
grafikus klaszterez6 program segitségével ellendriztik az igy kapott
eredményeket, amelyet az osztalyozasnal fellépd két csoportositdsi hibat
figyelembe véve [1. adott klaszter tobb idegsejttdl szdrmazd unit aktivitast
tartalmaz, 2. az adott sejtb6l szarmazo idegsejt valaszok tobb kiilonbozo
klaszterbe keriilnek (,tul klaszterezés)], még pontosabba tehettiink. Ezeket a
hibakat a Klusters szoftver (Hazan et al., 2006) hasznalataval oldottuk meg. Egy
adott sejt aktivitdsanak csak azokat a valaszokat fogadtuk el, amelyek
»autokorrelogrammja” rendelkezett egy minimum 3 ms-os vagy anndl nagyobb
abszolut refrakter periddussal (elsddleges klaszterezési hiba elkeriilése). A
masodlagos klaszterezési hibat oly modon tudtuk kikiiszobolni, hogy az auto- €s
kereszt-korrelogrammokat Osszevetve, valamint a jelalakok kozotti hasonlosag

alapjan megallapithatova valt, ha a két vagy tobb klaszter dsszetartozo.

Az adatgyiijt6 rendszerhez tartozott még egy 32 csatornas jelgenerator (Mathe et
al., 2007), mellyel a rendszerben fellépé hibak tesztelését végeztiik. Ennek az
eszkoznek a hasznélataval képesek voltunk a ,,zajos” (alacsony jel/zaj viszony)

csatornakat kiszurni.

7.1.4 Adatelemzés

A vizsgalataink sordn alkalmazott ingerek (megrezzenés/startle Gnmagéaban ¢és
prepulziv + megrezzenést kivaltd inger) soran, 250 ms-al az inger kezdetének

pillanata el6tti €s azt kovetd iddszakban, a fejmozgdsok adatait a 3D
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gyorsulasmérd segitségével regisztraltuk. A kapott adatok atlagoldsa utan a
maximalis amplitaddji fejmozgasokat offline értékeltiik ki, ahol az analizishez t-

tesztet alkalmaztunk. A szignifikancia szintet p<0,05 értéknél hataroztuk meg.

Adatainkat offline elemeztiikk. A legfontosabb informécidk, melyet egy neuron
valaszaval kapcsolatban megallapithatunk, az idegsejt idobeli aktivitasaval fiigg
0ssze. Ennek a megjelenitésére a legmegfeleldbb az ugy nevezett ,raster plot” és
az esemény koriili id6hisztogrammok (,,peristimulus time hisztogramm, PSTH).
Az adataink grafikus megjelenitését és statisztikai elemzését Matlab szoftver,
valamint linux shell script file-ok segitségével végeztiik. A hisztogrammok
kialakitasdhoz 24 egymast kovetd ingert vettiink alapul. A PSTH-k nulla
id6pillanatanak a két féle akusztikus inger, a megrezzenést/startle dnmagéban,
illetve a prepulziv + megrezzenést kivaltd inger, PPI soran, a startle inger,
valamint a prepulziv inger kezdete szerepelt. A kiilonb6zd neuronok valaszait
ezekhez a pillanatokhoz viszonyitottuk. Az igy kapott idegsejt aktivitasok
megfeleltethetoveé valtak a viselkedési valaszokkal. Az egyes idegsejtek
alapaktivitasainak meghatarozasdhoz egy -4 — -2 madasodperces iddintervallum
soran regisztralt, a megrezzenést kivalto inger eldtti valaszokat vettiik figyelembe,
mivel a neuron tiizelési mintdzataban bekovetkezd eltérések Osszefliggésben
alltak a prepulziv inger jelenléte és az éppen folyd magatartasi folyamatokkal.
Teszt periodusként, mindkét inger tipus esetében (megrezzenést/startle kivaltd
inger Onmagaban; prepulziv + megrezzenést kivaltd inger, PPI), a startle inger
kezdete el6tti és utani 2 masodperces (-2 — 2 s) idéintervallumban detektaltuk, az
alapaktivitashoz képest szignifikdns idegsejt aktivitasi eltéréseket. A PSTH
megjelenitésénél hasznalt ,,bin” szélesség 20-200 msec volt. Minden ,,bin"-hez
meghataroztunk egy z-értéket feltételezve, hogy az elvart tiizelési frekvencia
(kontroll periddus alapjan) Poisson eloszlast mutat. Amennyiben a teszt periodus
alatt a z-érték legalabb 3 egymast kdvetd ,,bin"-ben >2,36 vagy < (-2,36), akkor a

neuront az adott eseményre valaszolonak tekintettiik p<0,01 szinten (Totah et al.,
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2009). Egyutas ANOVA-t végeztiink id0 és ,.trial"-tipus faktorokkal. Szignifikans
hatasnak azt fogadtuk el, ha p<0,01 érték volt. Amennyiben sziikséges volt Tukey
HSD tesztet alkalmaztunk post hoc tesztnek, ahol a p<0,05 szignifikancia szintet

hataroztuk meg az 6sszehasonlitott tényezok kiilonbségeinek elkiilonitésére.
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7.1.5 Szovettani érékelés

A kisérletek végén a patkdnyokat urethannal (3 g/kg) talaltattuk, transcardialisan
10%-o0s foszfat bufferelt formalinnal perfundaltuk. A perfuziét kovetden az
agyakat a koponyabol kivettiik és a perfiizios oldatban hagytuk, legalabb 1 hétre.
Otven pm vastagsagu, koronalis metszeteket készitettiink mikrotommal. A
relevans teriileteket tartalmazoé szeleteket targylemezre rogzitettiik. Ezt kovetden,
toluidinkék festést alkalmaztunk az elektrodak nyomanak lokalizacidja céljabol.

crr

¢s az elvezetési helyeket rekonstrualtuk (Nikon Optiphot2).
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7.2 Elektrofiziologiai mérési eredmények
7.2.1 Szovettan

A nyolc "tetrod" elektroda a Bregma ponthoz viszonyitott anterior-posterior 2,2-
tél 3,2mm-ig terjedd tartomanyban volt Paxinos ¢s Watson atlasza szerint
(Paxinos és Watson, 1996) (21. abra). A rekonstrualt elvezetési helyeket a 3. abran
lathatjuk. Valamennyi elvezetési hely a prelimbicus area (PL) III-IV rétegeiben

volt vagy az anterior cingularis area (aCg) és a PL hataran. (Bregma AP: 2,2-3,2;
DV: 3,2-4,4; ML: 0,45-1,1).

Bregma 3.20 mm

Bregma 2.70 mm

Bregma 2.20 mm

,,,,,

21. abra

Tetrod elektroddk szurcsatornai és elvezetési helye. Az a. és b. abra
szovettani metszet, melyen az elektrodak track-je lathato, c. dbra
osszesiti a kisérlet soran tortént elvezetési pontokat. A hdarom
implantalt patkany szurcsatorndit frontalis metszetekre vetitettiik
(Paxinos és Watson, 1996). A szurcsatorndik maximdlis anterior-
posterior eltérése 0,5 mm volt. Az elvezetési helyeket jelolo pontokat
mikroszkopos elemzés alapjan rekonstrualtuk, figyelembe véve az

elektroddk mozgatdsat. Valamennyi elvezetési hely a Bregma AP:
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2,2-3,2; ML: 0,45-0,11; DV: 3,2—4,4 tartomanyban volt (Paxinos és
Watson, 1996) aCg, anterior cingularis cortex; IL, infralimbicus

cortex; M2, masodlagos motoros cortex; PL, prelimbicus cortex.

7.2.2 Fejgyorsulas mérés startle és PPI alatt

A megrezzenési valasz kvantitativ mértékének meghatdrozdsira a
legalkalmasabbnak a fejgyorsulas mérés tlinik. A maximalis amplitadoja
feymozgas a megrezzenést kivaltd inger kezdetét kovetd 100 ms-0S
iddintervallumban volt megfigyelhetd. A prepulziv inger 160 ms-al eldzte meg a

startle inger kezdetét. (22. abra).
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.
-
.

Prepulziv Startle
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22. abra

Fejgyorsulasi adatok osszehasonlitasa startle és PPI alatt. A
reprezentativ fejgyorsuldsi gorbéken a folytonos vonallal a startle
onmagaban ingerre adott fejgyorsulasi valaszt, mig a szaggatott a
PPl-re adott valaszt reprezentalja. A prepulziv inger 75 dB

intenzitasu, 20 ms idotartamu zaj (kezdetét nyil jeloli). A masodik,
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megrezzenést/startle-t kivalto hang impulzus egy 120 dB-s 40 ms
idotartamu zaj (t=0: a startle kezdete, illetve nyil jeloli). A maximdlis
fejgyorsulas a startle ingert koveté 13-18 ms-0s intervallumban volt
megfigyelheto. Szignifikans kiilonbség figyelheté meg, a két kisérleti
esemény soran, melyet (Tukey-féle HSD teszt) bizonyitottunk
(p<0,05, csillag jelzi a szignifikans eltérést).

Az abran lathaté adatokbol kitlinik, hogy az elére jelzd, prepulziv inger nem
valtott ki megrezzenési valaszt. A két kiillonb6zo kisérletes esemény (startle és
PPIl) megrezzenési valaszahoz tartozé fejgyorsulasi valaszok csucsainak az
osszehasonlitasa alapjan szignifikans eltérést (p <0,05) mutattunk ki. Az egyes
kisérleti felallashoz tartozoé fejgyorsulasi adatok atlagaibdl 1athatd, hogy a 13-18
ms-os iddintervallumban a megrezzenést kivaltd inger dnmagaban nagyobb

valaszt eredményezett, mint a PPI ingerlés soran (22. abra).

7.2.3 Idegsejt valaszok

Az altalunk detektalt 287 mPFC neuron valaszabol 146 idegsejt valasza valtozott
meg szignifikdnsan legalabb az egyik ingerlési kondici6 soran (|z[> 2,36; p <0,01).
A legtobb neuron mindkét ingerlés tipusra (megrezzeneést kivaltd/startle inger
onmagaban ¢és prepulziv+startle inger) valaszolt, azonban azon sejtek, amelyek
tiizelési mintazata a prepulziv-+startle ingerre megvaltozott, azok koziil mindegyik

a megrezzenést kivaltd ingerre onmagaban is reagalt.
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Regisztralt egy-sejt aktivitasok (startle onmagaban; prepulziv+startle
ingerlés alatt)

Rovid valasz Kozepes Hosszu
idotartamu valasz valasz
idotartamu idotartamu
Startle onmagaban: 49 18 79
Excitatoros 49 18 62
Inhibitoros 17
Prepulziv+startle: 29 13 25
Excitatoros 29 13 7
Szimetrikus 10
Asszimmetrikus 19
Inhibitoros 18
1. Téablazat

Osszesitett egy-sejt aktivitds a két ingerlés tipus sordn

Az altalunk regisztralt unitokat 3 csoportba (rovid-, kozepes- és hosszu-unit
valaszl csoport) soroltuk be (1. Tablazat) az alapjan, hogy milyen valtozas volt
megfigyelhetd a prepulziv és a startle ingerre adott egysejt aktivitas mintdzat
valaszaikban. Az elsd csoportba azokat a neuronokat soroltuk, melyeknek a
tiizelési valasz valtozdsa nem tartott tovabb, mint 50 ms. A prepulziv+ startle
ingerléssel kapcsolatos, excitatoros, rovid valaszi csoportot tovabbi alcsoportra
lehetett bontani, az alapjan, hogy a két akusztikus ingerre adott valaszuk milyen
volt. A szimmetrikus (a) alcsoportba azokat a sejtvalaszokat soroltuk, melyek
azonos mértékben valaszoltak mindkét hangingerre (prepulziv, startle). Az
aszimmetrikus (b) alcsoportba azokat a neuron aktivitasu sejteket
csoportositottuk, melyek nem mutattak azonos valasz aktivitast az altalunk
alkalmazott ingerekre. Ez utdbbi alcsoportrol Gigy tlinik adataink alapjan, hogy
tovabb bonthat6 aszimmetrikus prepulziv és aszimmetrikus startle vélaszra, az

alapjan, hogy a neuron aktivitasuk melyik hangingerre volt nagyobb.

A kozepes unit valasza csoportba azokat a neuronokat soroltuk, melyeknek az

ingerlésekre adott valaszuk roviddel a megrezzenést kivaltd ingert kovetden
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megjelentek és az aktivitas idotartama meghaladta az 50 ms-ot, de nem volt

hosszabb, mint 1 s.

A harmadik, hosszl unit valaszu kategoriaba azok a neuronok keriiltek, ahol az
idegsejt aktivitdsban bekovetkezd valtozds a startle inger kezdetéhez képest
hosszabb iddintervallum utdn jelentek meg, de az ingerlésre adott valaszuk

id6tartama meghaladta az 1 s-ot.

7.2.3.1 Rovid valasz idétartamu sejtek
Startle onmagaban ,,trial” tipus: Az altalunk regisztralt 287 sejtbdl 49 (17,1%)
neuron valaszolt a megrezzenést kivaltd hangingerre a startle onmagaban kisérleti

felallas soran (1. Tablazat; 23A, C és E abra).
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Rovid vilasz idétartamii egy-sejtvilaszok dsszefoglalo abrdai (A-F) és

populacios valaszok (G-H) patkany mPFC-ben. A és B abrak a startle
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onmagaban, illetve ugyanazon sejt asszimmetrikus prepulziv+startle,
a C és D a szimmetrikus, mig az E és F a forditott asszimmetrikus
prepulzivtstartle reakcio sordn regisztralt, jellegzetes excitatoros
egy-sejtvalaszait mutatja be. A-F: a Raszterdiagramok és esemény
koriili idohisztogramok (0,2 s "bin"-szélesség) harom neuron
jellegzetes serkento (A-F) valaszait abrazoljak (t=0: a startle
kezdete). A-F: a raszterdiagramok minden sora egy "trial"-nek felel
meg, egy pont pedig egy akcios potencialnak. Az esemény koriili
idohisztogramok az atlagos tiizelési frekvenciat abrazoljak 200 ms-0S
"bin"-szélességgel. A megrezzenés alatt serkenté valaszt ado
neuronok populdcios aktivitasa (G-H). Nagyobb serkent6 populdcios
aktivitas figyelheté meg a megrezzenést kivalto inger alkalmazdsa
sordn, mint a prepulziv inger és startle inger egyiittes addasa soran
(G-H). Szignifikans kiilonbség figyelheté meg a megrezzenést
onmagaban kivalto inger populdcios aktivitasahoz képest (G) mind a
prepulziv ingerre adott, mind az ahhoz kapcsolodo startle ingerre
nézve. A G és H dbrdk esetében a sziirke savok alatti vonalak a
valaszolo neuronok normalizalt atlagat abrazoljak. A sziirke savok a

s.e.-t adjak meg.

Prepulziv+ startle ,,trial” tipus: A kisérleteink soran rogzitett 287 neuronbo6l 29
(10,1%) idegsejt tlizelési mintazata valtozott meg a prepulziv+ startle ingerlés
soran (1. Téblazat; 23B, D, F dbra). Ebbdl a 29 neuronbol 10-t a révid idétartam,
szimmetrikus alcsoportba soroltunk (1. Tablazat; 23D), mig a maradék 19 sejtet,
a rovid id6tartamt, aszimmetrikus alcsoportba (Téblazat 1; 23B abra). Ez utdbbi
alcsoportban 2 olyan aszimmetrikus aktivitds mintdzat( sejtet talaltunk, ahol a
prepulziv ingerre adott valasz nagyobb volt, mint a startle ingernél mért

[aszimmetrikus prepulziv] (1. Tablazat; 23F abra).
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Populacios aktivitas: A 23G abran a 17 rovid iddtartamu, excitatoros,
aszimmetrikus valaszt ado idegsejt aktivitasat tiintettiik fel [aszimmetrikus startle,
a startle ingerlésre adott valasz nagysaga meghaladta a prepulziv ingerre adott
valasz mértékét], megrezzenés dnmagaban, a prepulziv+ startle ingerlési esemény
startle alatt valaszat, valamint a prepulziv+ startle ingerlés prepulziv ingerre adott
valaszat. (A konnyebb 0Osszehasonlithatosag kedvéért a harom hulldmformat
azonos iddpillanatba rogzitve.) Szignifikans hatas volt megfigyelheté az 1d6 (F
(19,1020) =10. 57, p < 0,01) és az ingerlési tipusok kozott (F (2,1020) = 16,53, p
< 0,01). Tovabba, szignifikans interakcidt lehetett kimutatni az ingerlési tipusok
¢s az 1d6 (F (2,1020) = 16,53, p < 0,01) kozott.

A 10 excitatoros, szimmetrikus valaszmintadzatot mutatdé neuronnak a populaciés
aktivitasat mutatja be a 23H abra. Megrezzenés 6nmagaban, a startle alatti valasz
prepulziv+ startle ingerlési esemény, valamint a prepulziv ingerre adott valasz
prepulziv+ startle ingerlés soran. Az abra jol szemlélteti, hogy mindharom esetben
hasonld valaszokat kaptunk. Szignifikans hatds volt megfigyelhetd az 1d6 (F
(19,480) = 23,71, p < 0,01) és az ingerlési tipusok kozott (F (2480) = 6,9, p <
0,01), azonban szignifikans interakciot nem talaltunk kozottiik.

Az aszimmetrikus csoportbdl azokat, ahol a prepulziv ingerre adott valasz
nagysaga meghaladta a startle adott valasz mértékét, az alacsony neuron szadm (2)

miatt, ezt a tipust [aszimmetrikus prepulziv] populécids aktivitasat nem tiintettiik
fel.

7.2.3.2 Kozepes valasz idotartamu sejtek
Startle onmagaban ,.trial” tipus: Az altalunk regisztralt 287 sejtbdl 18 (6,27%)
neuron egysejt aktivitasa valtozott meg az Onmagédban allo startle kisérleti

kondicio esetén (1. Tablazat, 24A abra).
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Kozepes valasz idotartamu egy-sejtvalaszok osszefoglalo abrai (A-B)
és populacios valaszok (C) patkany mPFC-ben. Az A abra a startle
onmagaban, mig a B abra ugyanazon sejt prepulziv+startle reakcio
soran regisztralt, jellegzetes excitatoros eQy-sejtvalaszait mutatja be.
A raszterdiagrammok és az esemény koriili hisztogrammok (0,2 s
,bin"-szélesség) jellegzetes serkento valaszait abrazoljak (1=0: a
startle kezdete). a-b: a raszterdiagrammok minden sora egy ,,trial -
nek felel meg, egy pont pedig egy akcios potencialnak. Az esemeny
koriili idohisztogrammokk az atlagos tiizelési frekvenciat abrazoljak
200 ms-os ,,bin"-szelesseggel. Nagyobb serkenté populdcios
aktivitas figyelheté meg a megrezzenést kivalto inger alkalmazasa
sordn, mint a prepulziv inger és startle inger egyiittes adasa sordn
(C). Szignifikans kiilonbség figyelhetd meg a megrezzenést
onmagdban kivalto inger populdcios aktivitasahoz képest (C) mind a
prepulziv ingerre adott, mind az ahhoz kapcsolodo startle ingerre
nézve. A C dbra esetében a sziirke savok alatti vonalak a valaszolo
neuronok normalizalt atlagadt abrazoljak. A sziirke sdavok a s.e.-t

adjak meg.

Prepulziv+startle ,.trial” tipus: A 287 neuronbol 13 (4,53%) idegsejt tiizelési
mintazata mutatott egyértelmii kapcsolatot a prepulziv+ startle kisérleti esemény

startle ingerére (1 Tablazat, 24B abra).
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Populacios aktivitas: Ennek a 13 idegsejtnek a populacids aktivitasat mutatja be a
24C abra. Az altalunk regisztralt sejtek excitatoros aktivitdst mutattak startle
onmagaban, a startle alatti valasz prepulziv+ startle ingerlési esemény, valamint
a prepulziv ingerre adott valasz prepulziv+ startle ingerlés soran. A populécids
aktivitds mintdzat is jelzi, hogy ez a csoport eltér mind a két masik csoport
valaszatol. Szignifikans hatéds volt megfigyelhet6 az 1d6 (F (19,720) = 19,45, p <
0,01) ¢és az ingerlési tipusok kozott (F (2720) = 2,04, p < 0,01), azonban

szignifikans interakciot nem talaltunk kozottiik.

7.2.3.3 Hosszu valasz idétartamu sejtek

Startle 6nmagéban ,.trial” tipus: Az altalunk regisztralt 287 neuronbol 79 (27,5%)
Idegsejt tiizelési mintazataban talaltunk valtozast a megrezzenést kivaltd ingerre
ebben a kisérleti kondicidban. Az egysejt valaszban valtozast mutatd sejtekbdl 62
(21,6% a 287 sejtnek) szignifikdnsan novelte (1 Tablazat, 25A 4bra), mig 17
(5,92%) pedig csokkentette a tiizelési aktivitasat a kisérleti kondicio soran (1

Tablazat, 25C abra).

Prepulziv  Startle E
inger

Zandk
[thagos aktivitis + se.)

PP

I Startle

F Az |48 B2 Ingeriéack
kezdetehez viszonyitva (sec) -
Prepulziv
inger

Gnmagaban|

25. 4bra
Hosszu valasz idétartamu egy-sejtvalaszok dsszefoglalo abrdai (A-D)

és populacios valaszok (E-F) patkdany mPFC-ben. Az A dbra a startle
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onmagaban, mig a B dbra ugyanazon sejt prepulziv+startle reakcio
sordn regisztralt, jellegzetes excitdtoros egy-sejtvalaszait mutatja be.
A C dbra a startle onmagaban, mig a D dbra ugyanazon sejt
prepulzivtstartle reakcio soran regisztralt, jellegzetes inhibitoros
egy-sejtvalaszait mutatja be. Raszterdiagramok és esemény koriili
idohisztogramok (0,2 s "bin"-szélesség) jellegzetes serkenté (A-B) és
gatlo valaszokat (C-D) abrazolnak (t=0: a startle kezdete). A-D: a
raszterdiagramok minden sora egy "trial"-nek felel meg, egy pont
pedig egy akcios potencialnak. Az esemény koriili idohisztogramok az
atlagos tiizelési frekvenciat abrazoljak 200 ms-0s "bin"-szélességgel.
A megrezzenés alatt serkento valaszt ado neuronok populacios
aktivitasa (E) és gatlo valaszt ado neuronok populdacios aktivitasa
(F). Nagyobb a populacios aktivitas a serkentés soran, ha a startle
onmagaban szerepelt, mint a PPl alatt volt regisztralhato.
Szignifikans eltérést nem volt megfigyelheto a két ingerlési mintdzat
kozott. Tovabba, a gatlo populdcios aktivitds estében (F) szintén nem
taldltunk szignifikans kiilonbség a két ingerlés alatt. Az E és F dbrdk
esetében a sziirke sdvok alatti vonalak a vdlaszolo neuronok

normalizalt atlagat abrazoljak. A sziirke savok a s.e.-t adjak meg.

Prepulziv+ startle ,trial” tipus: A regisztralt 287 neuronbo6l 25 (8,71%) idegse;jt
aktivitdsa valtozott meg a megrezzenést kivaltd ingerre a prepulziv+ startle
ingerlés soran. Ebbdl 7 (2,44%-a 287-nek) szignifikansan novelte tiizelési ratajat,
mig 18 (6,27%) egysejt aktivitasa szignifikansan csokkent az alap aktivitdsukhoz

képest. A valtozas id6tartama, ennél a ,trial” tipusnal, legalabb 1 s-ig tartott (1.

Tablazat, 25B, 25D 4bra).

Populacios aktivitas: A kisérlet soran, a regisztralt sejtek koziil 7 adott excitatoros

valaszt mind a startle 6nmagéban, mind a prepulziv+startle trial megrezzenési
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ingerére, tovabba a prepulziv+startle trial prepulziv ingerére (25E abra). A
populacios aktivitds mintazat is jelzi, hogy ez a csoport eltér mind a két masik
csoport valaszatol. Szignifikans hatas volt megfigyelhet6 az id6 (F (34,1155) =
15.78, p < 0,01) és az ingerlés tipusa kozott (F (2,1155)=1.02, p <0,01), azonban
szignifikans interakciot nem talaltunk kozottiik.

Tovabbi informaciot biztositott az ilyen tipusu sejtek elkiilonitésére, annak a 18
idegsejtnek a populacios aktivitasa, amelyek az ingerlési tipusokra (startle
onmagaban, prepulziv+startle startle ingerre €s prepulzivtstartle prepulziv)
Inhibitoros valaszt adtak (25F abra). Szignifikans hatas volt megfigyelhet6 az id6
(F (34,1260) = 10,35, p < 0,01) és az ingerlési tipusok kozott (F (2,1260) = 0,22,

p <0,01), azonban szignifikans interakcidt nem talaltunk kozottiik.

7.3 Elektrofiziologiai eredmények diszkusszidja

Jelen kisérletnek két célja volt. Az elsé, hogy a mPFC-ben, szabadon mozgo,
viselkedd allatokon a megrezzenési valasszal és a PPI-vel kapcsolatban egy-sejt
aktivitas regisztracio soran még nem publikalt eredményekhez juthassunk hozza.
. Az idegsejt valaszok az altalunk alkalmazott ingerlési feltételekkel (startle
onmagaban, illetve prepulziv+startle inger kozdsen) szoros kapcsolatot mutattak.
A masodik cél, hogy egy olyan metodikat fejlessziink ki, amivel objektivvé tehetd
a megrezzenés mértékének mérése. Legjobb ismereteink alapjan kijelentheto,
hogy nem végeztek egy-sejt aktivitas vizsgalatokat kordbban a startle és a PPI
soran. A masodik tertilettel kapcsolatban az altalunk regisztralt adatok alapjan arra
a megallapitasra jutottunk, hogy a 3D gyorsulasmérdvel ellatott elderdsitd sokkal
pontosabb modja a megrezzenési reakcid mérésének, mint az eddig alkalmazott
eszk6zok.

A prefrontalis kéreg a Szenzoros-motoros, kérgi hierarchia csticsan helyezkedik
el. Ez alapjan kijelenthetd, hogy alapvetd szerepet tolt be a Szenzoros-motoros
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kapuzasi folyamatokban. Ez a limbikus, eléagyi, kérgi régio kulcsszerepet tolt be
a tervezés €s a végrehajtas szabalyozdsaban, mivel a kognitiv funkciokban a
legmagasabb szintii kapacitdssal rendelkezik. A PFC kozvetleniil kozremiikodik
a munkamemoria, a rovidtava informacio tarolasaban. Tovabba, ez a régio egy
atmeneti taroloként is szolgal a kiilsé, modulatoros aktivitasokkal kapcsolatban.
Ezen kiviil, szerepe van a figyelmi folyamatokban és a memoria konszolidacidban
Is. Ezek a kiilonféle funkciok, mint a taplalék és vizfelvétellel kapcsolatos
viselkedés kialakitasaban (Hernadi et al., 2000, Nagy et al., 2012) betoltott
kdzponti szerepe, tovabba a motivacidban és a tanulasi folyamatokban (Cardinal
et al., 2002) megfigyelhetd iranyitd feladata, arra utal, hogy szamos agyi régioval
all kolcsonds kapcsolatban a mPFC. A mPFC a medio-dorsalis thalamus-bol
(MD) kap bemenetet (Uylings and van Eden, 1990), valamint a ventralis
tegmentalis area-bol (Thierry et al., 1973), tovabba a bazalis ganglionok
kiilonb6z0 részeibol (Groenewegen et al., 1997), a lateralis hypothalamikus area-
bol (Kita, 1978), inputot kap még az amygdala-bol (Krettek and Price, 1977,
Swanson, 1981, McDonald, 1987, 1991) és a hippocampus-bol (Swanson, 1981,
Jay et al., 1989) is. Szamos mas kérgi teriiletrdl is szarmazik innervacid, mint
példaul a paralimbikus kéregtdl (enthorinélis €s a perirhinalis kéreg), tovabba a
szomatoszenzoros ¢és a motoros kéregtdl ugy szintén. A mPFC informaciot kiild a
mediodorzalis thalamusba, a hippocampusba, a bazolateralis amygdaldba (BLA)
és a bazalis ganglionok szamos magcsoportjaba. Igy alakul ki az Gigynevezett
cortico-striato-pallido-thalamo-corticalis palya rendszer (Krettek and Price, 1977,
Groenewegen, 1988, Alexander et al., 1990, Groenewegen et al., 1990, Vertes,
2004). Kozvetlen bemenetet képez a ventro-lateralis periaqueductalis sziirke
allomany (VIPAG)-ba, amely struktara felelds a ,(freezing” jellegli valasz
kialakitasaért (Vianna et al.,, 2001). Tovabba, a fent nevezett valtozatos
funkciokon kiviil, a mPFC-rdl kozismert, hogy részt vesz mas kérgi €s kéreg alatti
teriiletek neuralis aktivitasanak koordinalasaban. Ez a mPFC-nek arra a

jellegzetes tulajdonsagara utal, amely sordan a kdrnyezeti zaj kaoszabol képes
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kiemelni a relevans informacidkat. Ennek kovetkeztében szamos kapuzo
mechanizmusban jelentds szerepet tolt be, melyek vizsgalatdhoz megfelelden
kialakitott modszerekre van sziikség.

A PPI az egyik legmegfelelobb eszkoz arra, hogy a szenzoros-motoros kapuzo
mechanizmust kisérletesen vizsgalni lehessen. Ugy tiinik, hogy egy rendkiviil
hasznos mddszer arra, hogy érthetdvé valjék a szenzoros kapuzasban bekovetkezo
deficit neuralis alapja, amely a legfébb oka annak, hogy kialakulnak a kiilonb6z6
neuropszichiatriai betegségek soran, mint a skizofrénia, a jellegzetes tiinetek. A
PPI-rdl kimutattadk, hogy igen erds prediktiv értékkel bir az j tipusu hatéanyagok
tamadaspontjainak kifejlesztésével kapcsolatban is (Braff et al., 2008). A PPI-rdl
ugy tartjak, hogy prefrontocortico-limbikus-striato-pallidalis halozat szabalyzasa
alatt all. Rholeder és kollégai (Rohleder et al., 2016) kimutattak fMRI vizsgalataik
soran, hogy a prelimbikus kéreg (PrL) aktivitas pozitiv korreldciot mutat a PPI
A kisérletes eredmények, amelyek a mPFC lézigjaval kapcsolatosak,
egyértelmiien jelzik, hogy a teriilet roncsoldsa PPI csokkenést eredményezett.

Ezek az eredmények igazoljak, hogy ez a kérgi teriilet rendkiviil jelentOs szerepet

s

crcr

Kutatasaink egyik kiemelt célja az volt, hogy egy-sejt Kisiilések karakterizalasat
végezziikk a MPFC-ben. Olyan o6l elkiilonithetd sejt aktivitasokat regisztraltunk,
amelyek a startle onmagédban vagy a prepulziv-+startle ingerlési kondiciok alatt
jellegzetes tlizelési mintazattal valaszoltak. Kiilonb6z6 mPFC unit aktivitasi
valaszokat regisztraltunk, akusztikus (prepulziv+startle vagy startle 6nmagaban)
ingerlések soran. A jelen kisérlet eredményeire alapozva, meghataroztuk az
alkalmazott ingerléssel Osszefiiggésben reagidld neuronok f6- és alcsoportjait.
Mears (Mears et al., 2006) vizsgalatai soran hasonld csoportokat allapitott meg,
az altalunk hasznalt PPI-t6l eltér6 szenzoros kapuzo paradigma (,,két hang teszt”)

soran, a mPFC-ben. Kisérleteink jelentdsége abban all, hogy egyértelmiien
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igazolja olyan mPFC neuron csoportok jelenlétét, melyek igen szelektiven
valaszolnak a prepulziv ingerlésekre, ezzel is igazolva a PPI neuralis hatterében
betoltott szerepét az adott agyteriiletnek. Mindezek utan, a modell
organizmusban, mint jelen esetben ragcsaloknal, a PPI sokkal hat4sosabb
modszer a kapuzo mechanizmusok mérésére, mint a két hang teszt (Mears et al.,
2006), mivel kvantitativabb és joval nagyobb predikcios értékkel bir a human
neurobioldgiai betegségek, mint példaul a skizofrénia, neurdlis hatterének
megértésében. Erdekes és rendkiviil fontos kiilonbségeket fedeztiink fel Mears
eredményeihez képest. Kisérleteinkben, a prepulziv+startle ingerre adott rovid
1dotartam, excitatoros valaszok elkiilonithetové valtak: szimmetrikus €és nem
szimmetrikus alcsoportokra (23. abra). A szimmetrikus alcsoport idegsejt valaszai
hasonl6 aktivitast mutattak, mind a prepulziv, mind a startle-t kivalto ingerlésre
(23D. 4bra). Tovabba, ez a hasonldsag a populacios tlizelési minta analizise soran
meég kifejezettebb képet mutatott (23H. dbra). A valaszok amplitadoja és
iddtartama is azonosnak mondhaté volt mindkét ingerlési mintazat alkalmazasa
soran (23D. abra). Masrészrdl, egymastol jol elkiilonithetd tulajdonsagokkal
rendelkezd unit aktivitasokat figyeltink meg prepulziv+startle és startle
onmagaban ingerlési kondiciok soran az aszimmetrikus alcsoport esetében (23B
¢s F. abra). Az altalunk regisztralt neuron aktivaciok koziil ez a csoport tovabb
bonthatova valt: a dontd tobbségében a neuronok foként a startle ingerre adtak
nagyobb valaszt (23B. abra), azonban egy joval kisebb csoportja az
aszimmetrikus neuronok csoportjabol a prepulziv ingerre adtak nagyobb
amplitudoja valaszt (23F. abra). A populacios tiizelési aktivitas analizisiik soran
az ebben a csoportban szerepld sejtek mindegyike, a kiilonb6zd ingerlési
mintdzatok (prepulziv-+startle és startle onmagaban) soran, eltéré amplitadoval
valaszoltak, tovabba az ingerlések altal kivaltott unit aktivitasok hossza a
prepulzivtstartle vagy a startle onmagaban ingerléshez képest, lerovidiilt (23G.
abra). Az aszimmetrikus alcsoportba tartozo, kis neuron szamu, specialis csoport,

melyben a prepulziv ingerre adott valasz amplitiddja meghaladta az azt kovetd
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startle ingerre adott mértékét, megalapozza azt az elképzelésiinket, hogy a
prepulziv inhibicid részben, az mPFC neuronok szintjén torténik. Ezért, okkal
feltételezhetd, hogy az ebbe a csoportba tartozd neuronok, jelentds szerepet
toltenek be a prepulziv inhibicioban.

A szakirodalom alapjan ismert, hogy a PPI két komponense: az ,,0roklott” vagy
mas néven, nem kondiciondlt Gsszetevd, melynek sordn a prepulziv inger
csOkkenti a megrezzenés mértékét, anélkiil, hogy barmilyen tanulési
mechanizmus részt venne benne, illetve a ,,tanult” vagy kondicionalt komponens.
A PPl ez utobbi Osszetevlje, azt jelenti, hogy a megrezzenési reakcid tovabb
csokkenthetd a prepulzivtstartle parositott inger alkalmazasaval. Ennek a
megfigyelésnek a magyarazatat arra a feltevésre alapozzuk, hogy a kiilonb6zo
egy-sejt aktivitasi mintazatok (szimmetrikus vagy aszimmetrikus) kialakulasat
eltérd agyi régiokbol szarmazo bemend jelek i1dézik eld. Ezzel a feltételezéssel
egyltt is kézenfekvo, hogy a PPI kialakitasaért felelos folyamatok mellett, egy€b
tanuldsi mechanizmusok is kozrejatszanak. Valdszintlileg, a habituacios tanulasi
komponens kozremiikddik a megrezzenési ingerre adott valasz csokkenésében, de
ez az 0sszetevo fliggetlen a prepulziv inger altal kivaltott valasztol (Geyer and
Braff, 1987, Mcintosh and Gonzalez-Lima, 1991). Fontos kiilonbség a két
tanulasi folyamat kozott, hogy a habituacid legaltaldnosabban a tultrenirozas
eredménye, mig a PPI kondicionalas sokkal kordbbi dsszetevdjekent jelenik meg
a sorozatos ingerlésnek (Koch and Schnitzler, 1997, Koch, 1999). A jelen esetben
nem volt célunk, hogy specifikusan megvizsgaljuk a PPI tanulas/kondicionalas
folyamatanak komponenseit, ezzel szemben, sokkal ink4bb arra koncentraltunk,
hogy megtaladljuk az ennek a folyamatnak a hatterében miikodd neurondlis
korrelaciokat, amik azonban nem kapcsolhatéak a kondicionaldsi folyamat
habituacids Osszetevdjéhez. Ezek az informacidk alapjan gy tlinik, hogy okkal
feltételezhetd, hogy az Aaltalunk talalt eredmények alapjan, a kiilonboz6
mintazatok (0gy, mint a szimmetrikus, aszimmetrikus) unit aktivitasok a rovid

id6tartamu PPI csoportban, a PPI kondicionalas folyamatdnak kiilonb6zd
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szintjeire adott valaszokra utalhat. Mégpedig, az aszimmetrikusan aktivalodo
neuronok, amelyeknél a megrezzenést kivaltd ingerre adott valaszaik amplitadoja
volt nagyobb a prepulziv inger esetén regisztraltnal, amely a legnagyobb szamban
ingerre adott alacsony amplitud6ji valaszok lehetnek a legkorabbiak. A
kovetkez6 fazisat a kondiciondlasnak azokkal a neuronokkal lehet jellemezni,
melyek szimmetrikus valaszt adtak mind a prepulziv, mind a megrezzenést kivalto
ingerre PPI soran. A harmadik fazis soran, amely egy nagyon kisszamu csoport
volt csak, a prepulziv ingerre relative nagy amplitidoji valaszt szolgaltattak,
szemben a megrezzenést kivalto ingerrel, ahol a valaszok mértéke erdsen redukalt
volt. Azonban, a fentiekben részletezett elméletiinket nem tudjuk igazolni, mivel,
sajnalatos modon, a jelen esetben alkalmazott protokoll erre nem volt alkalmas.
A kisérlet kezdetekor azt tliztik ki célul, hogy feltérképezzilk a medialis
prefrontalis kéregben a megrezzenési €s a PPI soran alkalmazott ingerekre (startle
onmagaban ¢€s prepulziv+startle inger) adott neuronalis valaszokat. Ennek elérése
végett, folyamatosan valtoztattuk az elektrodak helyzetét vizsgélatrol-vizsgélatra.
Az adatok alapjan kialakitott elméletiink igazoldsara konstans elektroda pozicio
lett volna a legmegfeleldbb, végig az egész vizsgalat sorozat soran. A jovében
tervezziik konstans elektroda pozicido mellett a vizsgélatainkat megismételni és
ezaltal igazolni a fenti elméletiinket.

Annak ellenére, hogy a szimmetrikus és aszimmetrikus neuron csoportok nem
voltak identifikalhatdak a kozepes €s a hosszl id6tartamit populaciokban, ugy
veljiik, hogy a hosszu iddtartam(i csoportba tartozé neuron vélaszok, mind a
startle Gnmagaban, mind a prepulziv+startle ingerlési kondicidk soran, a motoros
valasz kialakitasaval allnak kapcsolatban. Erre a legeklatdnsabb példaként a
»freezing” vagy mozdulatlannd dermedés kialakuldsa szerepel. Ezzel szemben, a
rovid 1id6tartami csoport unit aktivitdsa a szenzoros bemenettel allhat

kapcsolatban.
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A gyorsuldsmérésen alapuldé mérések, az emberi mozgésok analizisére igen jol
alkalmazhato eszkoz (Lyons et al., 2005, Godfrey et al., 2008, Kavanagh and
Menz, 2008). Szamos human korfolyamat vagy betegség velejardja a mozgasi
diszfunkci6 (pl.: Parkinson-betegség, agyvérzés, sclerosis multiplex,
osteoarthritis, stb.), ahol az egyik legszembetiindbb tiinet a fokozott vagy nagyon
nagymértékben redukalt mobilitas. Az allatkisérletekben, mely dontéen patkany
kisérleteket jelent, csak miniatiirizalt gyorsuldasmérdket hasznalnak a lokomotoros
aktivitds kvantitativ meghatdrozasara, szabadon mozgd, viselkedd allatok
esetében. A fejre szerelt gyorsuldsmérd alapu mozgasérzékeld rendszerrel a
folyamatos fejmozgasokat lehet vizsgalni (Ledberg and Robbe, 2011, Gilja et al.,
2012, Petyko et al., 2015). A miniatiir, 32 csatornas, head stage erésitéhdz (Noted
Bt., Pécs, Magyarorszag) egy 3D-s gyorsulasmerdvel lattuk el. A
laboratoriumunkban kialakitott eszkozzel, mely kisebb és szamos mas eldnye is
van a piacon kaphat6 versenytarsaihoz képest, mint példaul, a neuron aktivitas
folyamatanak preciz regisztralasa mellett, még a viselkedési folyamatok, mint a
meghatarozasa, ami vertikalis €s horizontélis 6sszetevOkbdl all, mérhetéve valik,
az adott tengely irdnyaba torténd mozgas nagysaganak regisztralasaval. Tovabba,
az egy tengely iranyaba torténd gyorsulasmérés soran nehezen értelmezhetd, ha
az allat all, agaskodik vagy egyéb fizikai aktivitast végez. Az allas €s dgaskodas
eldontésére a tObbszords gyorsulasméréssel képessé valunk, mivel a fej
tengelyének valtozéasai jol értelmezhetéek ezzel a modszerrel. Ezen kiviil, a
kiserleti feladat szempontjabol roppant rugalmas és pontos mérési kornyezetet
biztosit, mely a kis méretébdl és a folyamatos mintavételezési képességébdl
fakad. Az altalunk is alkalmazott gyorsulasméré szenzorok, igen nagy
felbontéssal képesek egy atlagos mintavételi frekvencia mellett a feymozgasokat
detektalni, szabadon mozg¢ allatok esetében. Az akusztikus megrezzenési reakcid
korai komponense igen rovid latencidval jelenik meg a feymozgas regisztracioja

soran. Patkadnynal, a rovid késleltetési 1d6 a fej és a nyak izmaiban megjelend
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aktivaciot jelenti, ami a megrezzenési reakcio esetében 5,0-7,5 ms (Pellet, 1990).
Az akusztikus megrezzenési reakcionak korai a komponensét elektromiografiaval
mérték korabban. Kisérleteink soran, mi szdmolhatunk be elséként arrol, hogy
olyan modszertani fejlesztést hajtottunk végre, amellyel a korai komponenssel
kombinalt mozgas is detektalhato (22. abra). Az abran megfigyelhetd, hogy a
megrezzenést kivaltd ingert kovetdé 13-18 ms-os intervallumban a gyors
fejmozgas tobb rész 0sszetevobol all. A 3D fejgyorsulasmérd altal adott adatok
tovabb finomithatjak a megrezzenési vizsgalatok értelmezhetdségét. Mindezen
tul, a mikroelektrofizioldgiai regisztracioval szimultan torténik a mozgasi adatok
rogzitése. Az altalunk regisztralt fej gyorsulasmérésebol szarmazod adatokbdl arra
kovetkeztetiink, hogy a tobb csucsu gorbe elsé hullama felel meg a
konvencionalis megrezzenési mérdeszkozok altal regisztraltakkal. A miniatlr 3D
gyorsulasmérd alkalmazédsaval lehetdség nyilik a megrezzenési reakcid soran
regisztralhatd feymozgédsok kvantitativ mérése altal, valamint az ezeket a
mozgasokat kivaltd viselkedés analizisének segitségével, a szabadon mozgo,
kisérleti allatokbdl szarmazd elektrofiziologiai adatok még pontosabb
értelmezésére. Az eddigi nemzetkodzi irodalmat attekintve, nem talaltunk olyan
kisérleti megoldast, amelyben gyorsulasmérét alkalmaztak volna szabadon

mozgo6 kisérleti allatokon megrezzenési reakcido mérésére.
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V1. Konkluazio

Korunk egyik legnagyobb probléméjanak azt tartjadk a pszichologiaban, hogy a
rank zuduld informaciok 6zonében képtelenné valunk a nyugodt, csendes
szemlélddésre. A szenzoros bemeneteinket folyamatosan bombazd adataradat
megsziirésére kiilonboz6 kapuzé mechanizmusok alakultak ki az emberi
idegrendszerben, aminek egyik tipusa a megrezzenési vagy startle reakcio és

annak modositott valtozata, a prepulziv gatlas (PPI).

A megrezzenési valasz jelentOségét az adja, hogy a fonalférgektdl egészen az
emberi csecsemdkig (Moro-reflex) kivalthato ez a reflexes valaszmintazat.
Evoltcidsan roppant fontos szempont volt az €l8lény szamara az erds kornyezeti
zajra valo minél adekvatabb vélasz kialakitasa. Az emldsoknél megfigyelhetd
torzsizmok Osszehuzodasa ¢s ezaltal a testhossz megroviditése a ,,ragadozoval”
szembeni védekezés elsd 1épéseként értelmezhetd. CsecsemOk esetében a
bizonytalan testhelyzetbdl szarmaz6 inger, illetve az erds akusztikus hatés valtja
ki az 1zmok hirtelen megfesziilését. Az ingerlés hatasara megfigyelhetd
valaszszekvencia 4ltaldnossdga utal a megrezzenési vdalasz jelentdségére.
Azonban a rendszertanilag magasabb osztalyba tartozé allatoknal sziikséges volt
egy olyan mechanizmus kialakitasa, mely a habitudcid viszonylag lasst
folyamatat jelentdsen felgyorsitja, és ez lett a prepulziv gatlas. A kornyezet
valtozéasaihoz gyorsan adaptalodni tudo szervezetnek joval nagyobb esélye van a
tulélésre, mint a kevésbé plasztikus idegrendszerrel rendelkezd tarsaknak. A
kozponti idegrendszer magasabb régiodiban létrejové kapuzd mechanizmusok
képessé tettek az egyedet arra, hogy figyelmen kiviil hagyjon egy ismétlédo,
egyébként potencialis veszélyt jelentd ingert. Ezéltal nem kell Gjabb és jabb

esetekben megszakitania az éppen folyo cselekvés sort.

A prefrontalis kéreg (PFC) a megrezzenési reakcid6 modositott valtozatanak
szabalyozo folyamataban igen fontos szerepet tolt be. Szamos neuropszichologiai
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betegség, mint a skizofrénia, Huntington-kor, Tourette-szindroma, stb., soran
kimutattak koéros elvaltozast a paciensek prefrontdlis kérgében. Ez alapjan
megallapithatd, hogy a PFC-ben bekodvetkezo sériilés a szenzoros informaciok
hibas feldolgozasat eredményezheti, mely jelentésen befolyédsolja ezaltal az
érzékszervekbdl kapott inputokra adott motoros, emociondlis és/vagy kognitiv

valaszokat.

Azonban ahhoz, hogy a prefrontalis kéreg szerepét egyértelmiien bizonyitani
lehessen sziikség volt az egy-sejt aktivitas szintjén torténd vizsgalatokra. Ehhez
viszont ki kellett fejleszteniink egy olyan elvezeté rendszert, ami képes a
megrezzenés soran kialakulo rendkiviil gyors fejmozgasok ellenére is, stabil unit
valasz regisztraciora. Az allatkisérletes vizsgalataink megkezdése elott
l1étrehoztuk egy olyan, altalunk kifejlesztett, nyomtatott aramkori lapkabol (PCB)
allo mikrodrive-ot, ami képesse tett minket ezen feladatok ellatasara. Tovabba, a
megrezzenéssel kapcsolatos nemzetkozi irodalmat attekintve, sziikséges volt a
szabadon mozgd allatokra adaptalhato, a headsate-hez kapcsolt 3D-
gyorsulasmerd 1étrehozasa. A viselkedd allatok testtartasa (dgaskodas, szimatolas,
mosakodas, stb.), helyvaltoztatdsa soran, az altalanosan hasznalt, a platform alatt

elhelyezett egy nyomasérzékeld szenzor nem tlint elegendének.

Elektrofiziologiai eredményeink objektiven bizonyitottdk a mPFC szerepét a
megrezzenési reakcid moddositott valtozatanak a prepulziv gatlasnak a

szabalyozasaban.
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Koszonetnyilvanitas

A doktori disszertdcidom tobb éves kutatdbmunka eredményeként jott Iétre.
Munkdm sordn szamos nehézséggel keriiltem szembe a kutatdsi téma
kivalasztasa, kijelolése, a sziikséges nemzetkézi €és hazai szakirodalom
feltérképezése, szintetizdlasa, a hipotézisek megfogalmazisa, valamint az
alkalmazott modszertan tekintetében. A doktori kutatdémunkarol azt tartjak, hogy
alapvetden 0nall6 munka. Azonban sajat tapasztalataim alapjan kijelenthetem,
hogy témavezetdim, tanszéki és egyetemi kollégaim tanacsai, itmutatasai nélkiil

ez a disszertacio nem sziilethetett volna meg.
Legnagyobb készonettel és halaval témavezetéimnek tartozom.

LegelGszor is dr. Szabd Imre Professzor Urnak tartozom koszonettel, aki mellett
betekintést nyerhettem az elektronika és azon beliil a sokcsatornds elvezetés
vilagaba, kozremiikodhettem az O altala kifejlesztett elvezeté rendszer
létrehozéasanak tobb 1épésében, valamint javaslatara fordultam a megrezzenési

reakcid kutatasa fel¢, aminek kimagaslo kutatdja volt kordbban.

Ezen kiviil, rendkiviil halas vagyok masik témavezetomnek, dr. Lénard Laszlo
Professzor Urnak, aki tanacsaival, iranymutatisaival mind a doktori disszertacio,

mind az egyetemi oktatas soran nagyon hasznosnak ¢és kovetendonek bizonyultak.

Nagyon-nagyon koszonom Dr. Karadi Zoltin Professzor Ur tamogatasat,

segitségét, amiért nem tudok elég halas lenni.

Hélasan koszonom Petykd Zoltan kollegam segitségét, akinek dontd volt a
szerepe ¢€s hozzajaruldsa a kisérletek, illetve a kapott adatok kiértékelése soran.
Tovabba kdszonom dr. Czurkd Andras €s dr. Péczely Laszlo Urak igen hasznos
tamogatasat. Tanacsaik igen nagyban hozzajarultak a kutatas folytatasahoz és erét

adtak a kisérleteim sikeres befejezéséhez.
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Szeretném megkodszonni sulyos betegségben elhunyt dr. Roska Tamas Professzor

Ur segitségét a doktori kutatomunkam soran. Orokkeé fog éIni emlékezetemben.

Koszonettel tartozom tovabba minden kollégamnak, akik id6t nem sajnalva

kozremuikodtek doktori disszertdciom megirasaban.

Es természetesen, nem tudom eléggé megkdszonni Pazmanyné Sulmics Borbéla

,labor maménak” a gondoskodésat ¢€s rendkiviili szeretetét.

Végiil halasan koszondm Sziileim és Csalddom minden tagjanak hatartalan
tiirelmét és tamogatasat. Edesanyam 6vo keze és Edesapam féltd gondoskodasa

nélkiil sosem lettem volna képes a disszertdciom megirasara.

Kiilon koszonom Feleségem szeretd gondoskodasat, aki a folytonos ,,noszogatas”™

n¢lkiil is atérezte, hogy mivel tud a legtobb segitséget biztositani szdmomra.
Pécs, 2018. aprilis 20.

Toth Attila
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