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1 Bevezetés

A exploraciés viselkedés forma egyik prominens kiséréjelensége a 4-12 Hz-es theta oszcillacid

ragcsalok, husevdk és f6emldsok, koztiik az ember hippocampusaban (Buzsaki, 2002; Buzsaki & Moser,

2013; Kahana et al., 1999; Rutishauser et al., 2010). Ez a theta-oszcillacié id6beli referenciaként szolgal
a hippocampus hdlézatai szamara, ami kulcsfontossagu az epizodikus tanulds és az emlékezet el6hivas

szempontjabol (Buzsaki, 2006). Kordbban a medialis septum GABAerg neuronjait a hippocampalis

theta ritmus feltételezett pacemakereként azonositottak (Freund & Antal, 1988; Hangya et al., 2009;

Petsche et al., 1962; Yoder & Pang, 2005). A septalis GABAerg haldzaton belili theta-frekvencia

szinkronizacié mdédjat azonban mindeddig kisérletileg nem vizsgaltak.

Elméleti tanulmanyok azt feltételezték, hogy az egyes pacemaker neuronok kilonbo6z6 frekvencidkon
oszcilldlnak, de depolarizdld bemenet novekedésre a frekvenciatartomanyban szinkronizalddnak
(Ujfalussy & Kiss, 2006; Wang, 2002). Ezt a mechanizmust a kapcsolt oszcillatorok fizikdjaban "Huygens-
szinkronizaciénak" nevezik (Oliveira & Melo, 2015; Ramirez et al., 2016). Két befolyasos modell két
kiilonalld6 GABAerg populacié jelenlétét feltételezte, amelyek egy ugynevezett ping-pong
mechanizmuson keresztill gatoljadk egymast, vagy a medialis septalis halézaton belill (Cutsuridis &
Poirazi, 2015; Ujfalussy & Kiss, 2006), vagy a hippocampo-septalis GABAerg projekcidos neuronok
bevonasaval (Wang, 2002). A theta amplituddjanak kontrollalasat a medialis septum sejtjeinek tlizelési
ratdjaval hoztak 6sszefliggésbe (Denham & Borisyuk, 2000; Oddie et al., 1996; Tokuda et al., 2019),
mig a medialis septum bursting mintazat valtozasai szintén hatassal lehetnek a theta generaciora (Joshi
et al., 2017; Simon et al., 2006; Sotty et al., 2003). A lehetséges ionos mechanizmusok egyikeként a
hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated (HCN) csatorndk szerepét emliti a szakirodalom
(Kocsis & Li, 2004; Varga et al., 2008). A frekvenciaszinkronizacié mellett azonban mas mechanizmusok
is lehetségesek, beleértve a fazistartomanyban torténé szinkronizaciot az oszcillacios frekvencia

valtozasa nélkil (Borhegyi et al., 2004; Ujfalussy & Kiss, 2006). Emellett azonban kevés ismeret all

rendelkezésre a kiilonb6z6 medialis septalis sejttipusok pontos szerepérél a theta generaldsaban (Lee

et al., 1994; Robinson et al., 2016; Vandecasteele et al., 2014).

A fenti elméletek tisztazdsara kisérletileg vizsgaltuk a lehetséges theta generacidos mechanizmusokat.
Medialis septalis egysejt elvezetések mellett rogzitettiik a hippocampus lokalis mez6potencidljait
tobbcsatornas szilicium elektrédak segitségével. Az eredmények altaldnos kiterjesztésének céljabdl
éber és altatott ragcsalokban is megfigyeltilk a theta-oszcillacid keletkezését (Kramis et al., 1975;
Stewart & Fox, 1989). Uretannal altatott patkanyok mellett uretannal altatott egerekbél és éber, drug-
free egerekbdl végeztliink méréseket. Azt talaltuk, hogy a hippocampus theta hulldmainak kialakuldsat

a medialis septalis pacemaker neuronok Huygens- (frekvencia) szinkronizacioja kisérte, vagyis a theta



savl, de kilonbozé frekvencidk harmonizdlasa. Megerd@sitettiik a parvalbumint kifejez6 GABAerg
neuronok pacemaker szerepét (Freund & Antal, 1988; Hangya et al., 2009; Varga et al., 2008)
optogenetikai tagging segitségével (Kvitsiani et al., 2013; Lima et al., 2009). A glutamaterg neuronok
erds tizelési sebesség novekedést mutattak theta alatt, kiilonosebb ritmikussag nélkil. Ez arra utal,
hogy ezek a sejtek hozzdjarulhatnak a pacemakerek ténusos meghajtasanak theta-asszocialt
novekedéséhez (Ford et al., 1989; Green & Arduini, 1954; Oddie et al., 1996; Vandecasteele et al.,
2014; Yang et al., 2014). Optogenetikai tagging kisérleteink igazoltak, hogy a medialis septalis
glutamaterg neuronok stimulaciéja valdéban theta oszcillaciét indukdl a CAl-ben. Eredményeink
O0sszhangban voltak a medialis septum dltalunk publikalt aramkori modelljével, amelyben gatld
neuronok halézata képes volt tédnusos serkentés fliggvényében szinkronizalni és deszinkronizalni a

frekvenciatartomanyban.

2 Kisérleti valasztasok

Ennek a fejezetnek a célja a kutatdsi és kisérleti dontéseink indoklasa, beleértve a vizsgalt jelenség,

modellek, mddszerek és konkrét agyteriletek azonositasat. Ezek a szempontok dénté fontossaguak a

s

2.1 Avizsgalt jelenség

Az oszcillacidk szamos agyi funkcio alapjat képezik, koordinaljak az informdacidaramlast, széttagoljak az
idegi feldolgozast és dinamikusan 0Osszekapcsoljak az osztott agyi régidkat. Ezek a ritmusok
frekvencidjuk alapjan delta (0,5-4 Hz), theta (4-12 Hz), alfa (8-12 Hz), beta (13-30 Hz) és gamma (30-

100 Hz) savokba sorolhatdk, melyek kilénb6z6 kognitiv és viselkedési funkcidkat tamogatnak.

Az oszcillaciok nem pusztan az idegi aktivitas melléktermékei. Az agyi ritmusok szerves részét képezik
az neuralis szamitasnak és kommunikacidnak, lehet6vé téve neural ensemble-k id6beli szervez6dését.
A specifikus oszcillaciok vizsgdlata soran fontos betekintést nyerhetiink abba, hogyan hangolja 6ssze

hatalmas halézatait az agy komplex funkcidk elérésének érdekében.

A theta ritmus a legszabdlyosabb oszcillacids aktivitds a hippocampus-ban, amely a felfedez6
viselkedéssel, a tanuldssal és a memdridval kapcsolatos. A hippocampalis halézati aktivitas idébeli
referencidjaként szolgal (funkcidinak részletes leirasat lasd a disszertacid "“Role of theta oscillation"
cim( fejezetében). A kdzel 90 éves kiterjedt kutatds és az egyre béviil6 szakirodalom ellenére tovabbra
sem tisztdzott annak pontos dinamikdja, hogy a medialis septalis (MS) neuronok hogyan
szinkronizalédnak a theta ritmus létrehozasahoz. Egy ilyen jelenség vizsgalata kritikus fontossagu az

elméleti konstrukcidk és a kisérleti megfigyelések kozotti ellentmonddsok feloldasaban, kilonosen az



olyan folyamatok tekintetében, mint a Huygens-szinkronizacié, amely a kapcsolt oszcillatorok
elméletének egyik alapkoncepcidéja. A theta mechanizmusok mélyebb megértéséhez olyan
mddszerekre van sziikség, amelyek szelektiven blokkoljdk a theta ritmus generdldasat minimalis
mellékhatdsokkal (pl. a neuromoduldlé bemenetek elvesztése, az atlagos tlizelési ratdk valtozasai),

hogy feltarhassuk az oksagi 6sszefliggéseket.

A theta ritmusok tanulmanyozasa az alapvet6 agyi folyamatokra is fényt derithet, és potencidlis
alkalmazasokat kindlhat az olyan neuroldgiai betegségek kezelésében, mint a skizofrénia, az epilepszia
vagy az Alzheimer-kér (lasd a disszertacié " Oscillopathies: a rationale behind this study" cimi

fejezetét).
2.2 Kisérleti modellek

2.2.1 Az allatokon végzett kutatasok jelent6sége

Az allatkisérletek kulcsfontossagu szerepet jatszanak az idegtudomanyban, mivel részletes betekintést
nydjtanak a neuromodulald rendszerekbe, ami megkonnyiti az Uj farmakolégiai stratégiak
kifejlesztését az idegi szinkronizacid fokozasara vagy helyredllitasara. A modern kisérleti technikak
lehetévé teszik a szinkronizaciés mechanizmusok feltarasat vad tipusu és transzgenikus allatokban
egyarant, elGsegitve a jelent6sebb neuralis szerepl6k azonositdsat és a szinkronizacid olyan

modelljeinek kifejlesztését, amelyek adott fajtél figgetlentl dltaldnosan érvényesek.
2.2.2 Miért ragcsalok?

A ragcsaldkat, kilonosen a patkanyokat és az egereket széles korben haszndljdk az
idegtudomanyokban, kilondsen hasznos modelleknek bizonyultak az agyfunkcidk és az idegi dinamika
tanulmanyozasandl. Az neuroanatémiai alapadatok nagy része ragcsaldokon végzett vizsgalatokbdl
szarmazik, beleértve a hippocampus részletes feltérképezését is. A ragcsalok kiemelked6 szerepet
jatszanak a hippocampus funkcionalis elemzéseiben, ami nélkilozhetetlen modellé teszi 6ket az
oszcillacios tevékenységek, példaul a theta ritmus vizsgalatdhoz. Ragcsalok hippocampalis theta
oszcillacidija nagyjabdl 6sszehasonlithatd az emberekével, mivel a felfedezé viselkedés, a térbeli
navigacié és a memdriafeldolgozas soran jelenek meg, igy ezek a modellek transzlaciés keretet is

biztositanak a theta fajokon ativel6 szerepének megértéséhez.

A ragcsdlék genetikai és anatdmiai szempontbdl is kivald hozzaférhetéséggel rendelkeznek, lehetévé
téve a pontos kisérleti manipulacidkat. Az olyan technikak, mint az in vivo elektrofizioldgia és az
optogenetika jol beval mddszerek a ragcsalomodellekben, és hatékony eszkdzoket biztositanak a

specifikus neuronpopulaciok és haldzatok theta generalasban bet6ltott szerepének vizsgalatahoz.



A rdgcsalok masik elénye a theta oszcillacidk sokoldald megjelenése. Theta ritmus nem csak az aktiv
ébrenlét, hanem a REM-alvas sordn is észlelhet6, ami a viselkedési allapotokban bet6ltott alapvetd

szerepét jelzi. Ezenfelll a theta fajdalomingerekkel altatasban is kivalthaté.

2.2.3 Uretannal altatott és szabadon mozgd kondicidk

Az altatott és a szabadon mozgd ragcsdlomodellek hasznalata biztositja, hogy az eredmények nem
korlatozdédnak egyetlen fizioldgiai allapotra, igy altaldnosabb megértést nyujtanak a theta ritmus

generaldsarodl és szinkronizalasardl.

Az altatott modellek ellen6rzoétt kornyezetet biztositanak a stabil felvételekhez, minimalizalva a
viselkedési tényez6k okozta valtozékonysagot. Az uretan-indukalt altatds kilonosen el6nyds, mivel
robusztus és hosszan tarté oszcillacids aktivitast tarthatd fenn anélkiil, hogy folyamatos adagoldst
igényelne, ellentétben mds anesztetikumokkal, mint példdul az izofluran vagy a barbituradtok. Az uretan
nem szlinteti meg a funkcionalis dsszekottetést a medialis septum és a hippocampus kozott, igy a
fiziolégiailag relevans theta ritmusok is megmaradnak a kisérlet soran. Az uretan emellett minimalis
hatdssal van a kardiovaszkularis és légzérendszerre, igy stabil fizioldgiai alapvonalat biztosit. Végll az
uretan egységes és reprodukdlhatd hatdsa a kisérletekben csokkenti az allatok k6zotti variabilitast, ami

noveli az eredmények 6sszehasonlithatdsagat és megbizhatdsagat.

Ezzel szemben a szabadon mozgd koriilmények elengedhetetlenek a theta ritmusok funkcionalis
jelent&ségének vizsgalatdhoz az olyan természetes viselkedések soran, mint a navigacié és a memaria
kdédolasa. Az altatott és a szabadon mozgd modellek kombinalasaval biztositottuk, hogy az
eredmények robusztusak legyenek a kllénb6z6 fizioldgiai allapotok kozott, és igy jobban

altalanosithatdk ‘természetes’ allapotokra.

2.2.4 A szamitégépes modellek jelentésége

A szamitogépes modellek kiegészitik az allatkisérleteket azzal, hogy lehet6vé teszik a kutatdk szamara
a haldzati dinamikdra vonatkozd hipotézisek ellendrzoétt korilmények kozotti tesztelését. Ezek a
modellek lehet6vé teszik az olyan paraméterek szisztematikus manipuldlasat, mint a gerjesztési
szintek, a szinaptikus er6sség vagy ezek variabilitasa a neuronok kézott, hogy olyan szinkronizacios
mechanizmusokat vizsgdljanak, amelyeket kisérletileg egyébként nehéz elkiloniteni. A haldzati
szimulaciok lehet6vé tették a haldzat dinamikdjanak tanulmdanyozasat kiilonb6zd korilmények kdzott,
megerdsitve, hogy a frekvenciaszinkronizacié elegendd a theta ritmus generaldsahoz, fliggetlendl

tovabbi specialis mechanizmusoktdl.



Az in vivo és az in silico megkozelitések kombinaldsdval a szinkronizacids mechanizmusok holisztikus

megértését értik el, amely tulmutat a fajspecifikus kilonbségeken.

2.3 Technikak

A theta ritmus keletkezésének és szinkronizacidjanak tanulmanyozdsiahoz olyan nagy idébeli
felbontasu médszereket alkalmaztunk, amelyek képesek az ezredmdsodperces valtozasok rogzitésére
(1C. abra). Az elektrofizioldgia a neuralis aktivitas és a helyi mez6potencidlok (LFP) kozvetlen felvételét
biztositotta, lehetévé téve a szinkronizacié megfigyelését mind egysejtes, mind haldzati szinten (3C
dbra). Mdsrészt az optogenetika lehetévé tette specifikus neuralis altipusok, példdul a parvalbumin-
expresszald neuronok pontos azonositasat és manipuldldsat, segitve ezzel a ritmus generdlasban és

szinkronizaciéban betoltott szereplik tisztdzasat (2. dbra).

1. Abra. “Stereotaxic’ miitét rdgcsdlokon (altatott egér). (A) Az orr- és fiilcsontokat finoman illesztett fémrudakkal régzitik. Az
igy stabilizdlt koponydban a vdz hdromdimenzids koordindtarendszerét lehet haszndlni. (A fényképet Pilldr Vivien készitette).
(B) A koronalis és sagittalis varratok metszéspontjdt referenciapontként haszndljuk (Bregma, kereszt). Az elektréddk pontos
behatoldsi helyeit (MS: sziirke nyil, HP: fekete nyil) az egéragy részletes anatémiai atlasza (Paxinos et al., 2001) alapjdn
szamoltuk ki. (C) Szilicium elektroddkat (ltetiink be az MS-be (z6ld) az egysejt elvezetésekhez, és a HPC-be (lila) az LFP
felvételekhez. A hdromdimenzids egéragy (Bakker et al., 2015) cikkébdl szdrmazik.
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2 . Abra. Az MS specifikus neuron tipusainak optogenetikai azonositdsa. A Channelrhodospin-2 expresszié a célzott PV+,
VGLUT2+ és VGAT+ neuron populdciokra korlatozddik. (A) Konfokdlis kép a ChR2-eYFP (z61d) és a PV (piros) expressziéjarol

a PV expresszioval egyiitt. Az alul lathaté kompozit kép aldtdmasztja a ChR2 expresszio erds specificitdsdt a PV+ sejtekben.
(C) A ChR2-eYFP-t expresszalo sejtek 93,25 szdzaléka pozitiv volt PV-re (n = 267 sejt 3 dllatbdl). (D) ChR2-eYFP (zéld) és Cre
rekombindz (piros) expresszidja egy fertéz6tt VGLUT2-Cre egér MS-ében. (E) Nagy nagyitdsu képek a ChR2-eYFP

lathatd. (F) Az eYFP-t expresszdlo sejtek 99,43 szdzaléka pozitiv volt a Cre-rekombindzra (n = 529 sejt 3 dllatbdl). (G) A ChR2-
eYFP (z6ld) és a Cre-rekombindz (piros) expressziojanak képe egy fert6zétt VGAT-Cre egér MS-ében. (H) Nagy nagyitdsu képek

kompozit kép lathato. (1) Az eYFP-t expresszadlo sejtek 97,65 szdzaléka pozitiv volt a Cre-rekombindzra (n = 256 sejt 3 dllatbol),
ami alatamasztja a ChR2 virus dltali célzds nagyfoku specificitdsat a GABAerg sejtekben. (A fényképeket és az abrat Schlingloff
Ddniel készitette).

2.4 Agyicélteruletek és jelek

2.4.1 CA1LFP

A hippocampalis formacié szévettani elrendezése miatt kilonosen alkalmas a mez6potencial (LFP)
vizsgdlatara. A sejttestek s(ir(i elhelyezkedése, az apikalis dendritek nagyjabdl parhuzamos helyzete és
szinkron aktivalddasi képességliik egylittesen jarulnak hozza a hippocampalis mezépotenciadlok erds és

viszonylag tiszta megjelenéséhez.

A CA1 és CA3 régidok hasonld citoarchitekturaja és hasonlé bemenetei ellenére az utébbiban az
extracellularis theta-aramok lIényegesen kisebbek, mint az el6bbiben. Ez a kilénbség részben a disztalis
dendritikus arbor méretének eltéréseib6l és a moharostok altal indukalt gerjeszté dramok
interferencidjabdl adédik az ellentétes fazisu perforans pdlya és a rekurrens kollaterdlis generdlt

aramokkal.



2.4.2 Medialis septalis egysejt elvezetés

A hippocampus theta ritmusaval kapcsolatos egyik legkorabbi megallapitas, amelyet a disszertacio
“Electrophysiology of the hippocampal theta, historical models” cim( fejezetében targyalok, az volt,
hogy a medialis septum lézidja megsziinteti a theta oszcillacidkat (Petsche et al., 1962). Az MS az egész
agyban kozponti szerepet jatszik az oszcillacids neuralis aktivitdsok hangoldsdban, hozzajarulva olyan
funkciékhoz, mint az érzékszervi és érzelmi szaliencia, a mozgas, a hangulatszabalyozds, valamint a

tanulds és az emlékezet iranyitasa.

A hippocampus a septalis theta-generdldé aramkorok f6 célpontja. A hippocampalis helyi
mez6potencidlokat a hippocampalis halézat oszcillaciés aktivitasanak kodzvetlen mérésére
hasznalhatjuk. A medialis septalis egysejtek aktivitdsanak és a hippocampus LFP-k egyidej(i rogzitése
lehet6vé tette szamunkra, hogy az egyes neuronok dinamikdjat korreldljuk a populdcids szintl
ritmusokkal, feltarva a frekvenciaszinkronizacié mechanizmusait és a fazisviszonyokat (3A. Abra). Ez a
kettés fokuszi megkozelités megerGsitette a medialis septum pacemaker szerepét a hippocampus

theta generalasban, 6sszehangolva a kisérleti megfigyeléseket az elméleti el6rejelzésekkel.
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3. Abra. Hippocampalis theta és nem-theta dllapotok. (A) A theta és delta frekvenciasdvok hatdrait a HPC LFP-k Fourier-
spektrumai alapjén hatdroztuk meg minden modell esetében kiilon-kiilén (reprezentativ felvételek), amelyeket a felsé
szinkédolt vizszintes sdvok jeleznek. (B) Reprezentativ HPC LFP wavelet spektrogramja egy altatott patkdny felvételébdl. A
nem-theta - theta dllapot dtmenet (piros doboz) a C panelen nagyitva lathatd. (C) FelsG: Theta kialakulds a B panelrél.
Kézépen: Nyers LFP (fekete), a theta (kék) és delta frekvenciasdvban sziirt LFP (narancssdrga), valamint a theta-delta
amplitudd ardny (piros szaggatott vonal). Alul: Az MS-bél egyidejiileg rogzitett egyedi egységek (n = 15) raster plotja.
Megfigyelhet6 a hdldzati aktivitds vdltozdsa theta kezdetén.

3 Moddszerek

A hippocampalis theta oszcillacidit régoéta vizsgaljak uretannal altatott és éber ragcsalokban (Borhegyi
et al., 2004; Buzsaki, 2002; Klausberger & Somogyi, 2008; Kramis et al., 1975; Mikulovic et al., 2018;
Stewart & Fox, 1989). A kllonb6z6 theta modellrendszerek kozotti hasonldsagok és kiilonbségek

feltarasa érdekében harom fliggetlen adathalmazt gy(jtottink (3. dbra). A medialis septumbdl (MS)
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egysejt aktivitasokat rogzitettlink szilicium elektrodak segitségével altatott patkanyokbdl (n = 903
neuron N = 7 patkdnybdl; 416 neuron elégendSen aktiv mindkét- 636 neuron legalabb az egyik
allapotban (theta vagy nem-theta)), altatott egerekbdl (n = 1155 neuron N = 11 egérbdl; 617 neuron
elégendéen aktiv mindkét- 950 neuron legalabb az egyik allapotban (theta vagy nem-theta)) és éber
egerekbdl (n =312 neuron N =4 egérbdl; 265 neuron elégendGen aktiv mindkét- 289 neuron legaldbb
az egyik allapotban (theta vagy nem-theta)). Ezzel egyidejlileg linearis szilicium elektrodak segitségével
helyi mez6potencidlokat (LFP) régzitettiink a hippocampus dorzalis CA1 teriiletének minden rétegébdl
(3. dbra). A m(téti eljarasok, a felvételek és az adatok elGfeldolgozasanak részletes leirdsat lasd a

disszertacio “Surgery and electrophysiological recordings — Methods” cimU fejezetében.

A hippocampalis felvételeket a theta és a lassabb frekvenciasavok amplitidéjanak aranya alapjan
szegmentaltuk dominans theta és nem-theta szakaszokra. Az LFP felvételeket sdvsz(irGvel sz(rtiik a
theta és delta savokban, majd Hilbert-transzformdltuk, hogy megkapjuk a megfeleld
frekvenciakomponensek amplitudo- és fazisértékeit (3. dbra; a részleteket lasd a disszertacio

“Hippocampal state detection” cim( részében).

Ezutdn a medialis septalis neuronok tlzelési mintazatat elemeztik a theta-ritmikus, delta-ritmikus
(vagy nem-ritmikus) modulacié szempontjabdl mindkét hippocampalis allapotban (4. dbra).
Kiszdmitottuk a neuronok spike train-jeinek autokorrelogramjait, majd a kilénb6z6 frekvenciasdvok
alapjan ritmikussagi indexeket definialtunk. A szignifikdns ritmikus modulacié kiiszobértékeit
bootstrap permutacios teszttel hataroztuk meg az elfogulatlan osztdlyozas biztositasa érdekében. Elsé
|épésként Poisson-neuronokat szimuldltunk a rogzitett MS sejtek tlizelési ratdi alapjan. A szimulalt
neuronokra a ritmikussagi indexeket a bioldgiai felvételekre alkalmazott eljarassal szamoltuk ki. Utolsé
|lépésben meghatdroztuk a fenti bootstrap nulleloszlds alapjan p < 0,05 szignifikancia-szinteknek
megfeleld ritmikussagi index kiiszobértékeket (4. dbra; részleteket lasd a disszertacié “Rhythmicity

Indices of septal neurons” cim(i fejezetét).

Az MS-neuronok ritmikus mintazatai alapjan ritmikussagi csoportokat hoztunk Iétre. E csoportok
tlizelési tulajdonsagait és faziskapcsolatait mindharom adathalmazban jellemeztiik (lasd a disszertacié

“Hippocampal phase of septal spikes and phase-coupling” cim(i fejezetét).

A ritmikussagi csoportokon belili és a csoportok kozotti szinkronizacid vizsgdlatahoz paronkénti
keresztkorrelaciokat szamoltunk ki az MS-sejtek spike train-jeire (n = 527 egyszerre rogzitett par,
altatott patkany). A szinkronitds erGsségét szamszer(sitettiik és statisztikailag 6sszehasonlitottuk a
ritmikussagi csoportokon belll és azok k6zott (I1asd a disszertacid “Hippocampal phase of septal spikes

and phase-coupling” és "Statistical testing” fejezeteit).



A keresztkorrelacids elemzés azt mutatta, hogy a pacemaker neuronok irdnyito szerepet jatszanak a
theta szinkronizacidban. Annak vizsgdlatara, hogy ezek a neuronok hogyan érik el a szinkronizaciot,
szamos paramétert szamoltunk ki és hasonlitottunk 6ssze a theta és nem-theta epizédok kozott (8.
dbra). Ezek kozé tartoznak a tizelési ratdk, a ritmikussagi frekvencidk (autokorrelogramokbdl
becslilve), az intraburst interspike intervallumok és a theta skipping (a "csendes" ciklusok aranya a
neuron theta frekvencidja altal meghatarozott ciklusai kozott). A frekvenciaszinkronizacids
mechanizmus feltardsa érdekében a ritmikus frekvencidk kilonbségeit a pacemaker neuronok
egyidejlileg rogzitett parjai kozott szamoltuk ki. Emellett az 0sszes egyidejlileg rogzitett pacemaker
frekvenciat megvizsgdltuk, hogy megallapitsuk, hogy azok konvergalnak-e egy szlikebb eloszlashoz
(lasd a disszertacid “Huygens synchronization of pacemaker cells” cim(i fejezetét). A theta és nem-theta
paraméterparokat Wilcoxon elGjeles rangdsszeg prébaval hasonlitottuk 6ssze (lasd a disszertacid

Statistical testing” fejezetét).
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4. Abra. A medialis septalis egységek theta és delta ritmikdjénak meghatdrozdsa. (A) A spike train-ek autokorreldcioit minden
neuron esetében kiszamitottuk theta (balra) és a nem-theta dllapotok (jobbra) alatt. A theta-indexet gy szamoltuk ki, hogy
a theta-sdv csucsat (m a d késleltetésnél) normalizdltuk a csucs elétti és utdni dtmenetpontok dtlagdval (b, a b1 és b2 dtlaga
a d/2 és 3d/2 lag-nél) mindkét dllapotra (kék szamok a vonalak felett). A delta indexet hasonld algoritmussal szémoltuk ki a
delta sdvra (piros szamok). (B) A theta és delta indexet az 6sszes régzitett neuronra kiszamitottuk theta (balra) és nem-theta
szakaszok alatt (jobbra; sziirke, altatott patkdnyok felvételei lathatdak), valamint a szimuldlt Poisson-neuronokra, amelyek
tiizelési ratdjdt az in vivo adatok alapjdn dllitottuk be (piros). A szignifikdns ritmikussdgot a Poisson-neuronok Theta- és Delta-
index-eloszldsainak 0,05 percentilisével hatdroztuk meg (fliggbleges és vizszintes vonalak). Ha mindkét index meghaladta a
kiiszébértéket, a két ritmikussdgi index kéziil a nagyobbat vettiik figyelembe (dtlés vonal). (C) Autokorrelogramok (balra theta
szegmensek balra; nem-theta szegmensek jobbra) az 6sszes elegendéen-aktiv neuronra, a két ritmikussdgi index kézil a
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nagyobbik szerint rendezve: delta-ritmikus feliil és theta-ritmikus alul; szignifikdnsan delta- és theta-moduldlt neuronok a
megfelel szines vonalak felett és alatt (altatott patkdny).

Az MS neuronok genetikai és neurotranszmitter identitdsdanak meghatarozdsara optogenetikus
tagging kisérleteket végeztiink PV-IRES-Cre (N = 4, genetikai hattér FVB/AntFx), VGAT-Cre (N = 4,
genetikai hattér BI6Fx) és VGIuT2-Cre (N = 5, genetikai hattér C57BL/6J) egereken. Ezeket az allatokat
egy Cre-fliggd Channelrhodopsin (ChR2) konstrukcidval (adeno-asszocidlt virusvektor) transzdukaltuk,
amelyet az MS-be injektdltunk a parvalbumin-expresszalé, GABAerg és glutamaterg MS-neuronok
azonositdsdra. Korulbelll két héttel a virusinjekcié utan az allatokat uretdnnal elaltattuk és a szilikon
elektrédat Gltettiink a HPC-be és az MS-be. Az MS elektréda mellé optikai szalat helyeztiink, hogy
lehetévé tegylik a célzott sejttipusok szelektiv aktivalasat. Minden mérési mélységben a felvételek
elején és végén 20 Hz-es fényimpulzusokat alkalmaztunk (részletes leirdsért lasd a disszertacid

“Surgery and optogenetic tagging protocol” cimii fejezetét).

,,,,,,,,

mérGszamokat ugyanazokkal a moddszerekkel szamoltuk ki, amelyeket korabban a "vad tipusu"

adathalmaz esetében is leirtunk (Iasd a disszertacid “State detection and spike sorting” cim( fejezetét).

Az MS fotostimulacié hippocampalis oszcilldcidkra gyakorolt hatasanak értékeléséhez spektralis
teljesitmény ardnyokat szdmoltunk a delta- és theta-frekvenciasdavok wavelet spektrogramjaibdl. Az
atlagos theta-delta teljesitményaranyokat a stimulaciés és a stimulacid nélkili idészakok alatt
Wilcoxon el6jeles rangdsszeg teszt segitségével hasonlitottuk Ossze (lasd a disszertacié “Statistical

testing” cim( fejezetét).

Mivel kivancsiak voltunk, hogy egy homogén pacemaker populacié egyszerl haldzati modellje képes-
e a megfigyelt in vivo dinamikat reprodukalni, MS neuronokat szimulaltunk egy minimalista, egy-
kompartmentumos konduktancia alapi modellbdl kiindulva, amelyet eredetileg gyors spiking burst
dinamika megfigyelésére terveztek (Golomb et al., 2007). Ez a modell tartalmazta az akciés potencidlok
generalasdhoz szlkséges tranziens natriumcsatornat (nas), a gyors spiking alatti repolarizacidéhoz
sziikséges késleltetett egyeniranyitd kaliumcsatornat (kdr) és a bursting viselkedéshez szlikséges lassan
inaktivalddo d-tipusu kaliumcsatornat (kd). Ezenfellil hozzaadtuk még a hiperpolarizacio altal aktivalt
H-aramért felel6s HCN-csatornat (hcn) is (generikus HCN-modellbdl, (Kali & Zemankovics, 2012)
alapjan). A "kd" és a "hcn" csatornak paramétereit finomhangoltuk, hogy elérjiik az in vivo ritmikussagi
frekvenciat és hogy kivaltsuk az Ugynevezett sag valaszt (11. dbra; a részleteket lasd a disszertacid

“Septal pacemaker neuron model” cim(i fejezetében).

A ritmikus neuron modell kifejlesztését kovetSen szimuldltuk az MS sejthalézatat. Husz pacemakert
gatlo szinapszisokkal kapcsoltunk 6ssze, melyek paramétereit a GABA-A receptorok kisérletileg mért

reverzalis potencidlja és exponencidlis lecsengési faktorja alapjan allitottuk be. Minden neuron
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szomatikusan kapott egy nem-ritmikus ("ténusos") gerjeszté dramot. A hdldzat szinkronizacids és
deszinkronizacids képességeinek felmérésére egy gyenge - erds (1,4-szeres) - gyenge stimuldcids
protokollt alkalmaztunk a sejteken. A gerjesztési erGsség ndvekedésének mértékét az MS glutamaterg
neuronok theta alatti atlagos tlzelési rata névekedése alapjan hataroztuk meg (10. dbra). A haldzati
szimulacidk tovabbi részleteit lasd a disszertacié “Modeling the septal pacemaker network” cimd

fejezetében.

A szimulalt pacemaker halézat aktivitasa alapjan modelleztiik a hippocampus septalis bemenetét. A
szinkronizaciés mérészamokat ugyanazokkal a médszerekkel szamoltuk ki, amelyeket korabban a "vad

tipusd" adathalmaz esetében is leirtunk.

A theta-generaléd mechanizmusok robusztussaganak tesztelésére szimuldciok egy sorozatdt hajtottuk
végre. A kapcsolasi rata (0-100%, 20%-os |épésekben), az atlagos szinaptikus késleltetés (1, 4, 7, 11, 15
ms), az atlagos abszolut szinaptikus erésség (1, 3, 6,9, 12 nS), az alap ingerlési erGsségek atlaga (40-80
pA, 10 pA lépésekben) és a variancidja (0-20%, 5%-os Iépésekben) daltal kifeszitett paraméterteret
vizsgaltuk. A szinaptikus sulyok-, késleltetések- és lecsengési id6k variancidjat 10%-on tartottuk. A
kiértékeléshez minden paraméter elrendezéshez tartozé szimuldciéra kiszamoltunk egy egyszerd
szinkronizdciés pontszamot, amely az elvart viselkedés (theta vagy nem-theta) és a ténylegesen
detektalt viselkedés (theta vagy nem-theta) idGbeli ardnyat adta meg. A paramétertér vizsgalataval
kapcsolatos tovabbi informaciokért lasd a disszertacid “Exploring the parameter space of the

pacemaker network model” cim(i fejezetét.

3.1 Résztvevok

A kovetkezGkben ismertetem a disszertacid pillérjeihez tartozé sajat és tarsszerzGs hozzajarulasokat
(Kiraly et al., 2023; Kocsis et al., 2022). Az itt targyalt pontokon fellil a disszertacié minden egyes

érintett fejezetének végén feltliintetem a tarsszerz6k hozzdajarulasait is, affilidcidjukkal egyutt.

Az allatmiitéteket, az elektrofizioldgiai felvételeket és a felvételek helyének szovettani ellenGrzését
Hangya Baldzs, Fiath Richard, Domonkos Andor és Sergio Martinez-Bellver kollégaim végezték. Az
optotagging kisérletek specifitdsanak ellenGrzésére szolgald immunfestést Schlingloff Daniel végezte.
E mddszerek részletes leirdsat technikai szempontbdl értelmezett teljesség kedvéért vettem bele a

disszertacioba.

A rogzitett adatok elé6feldolgozasahoz tartozott a legnagyobb amplituddju hippocampalis csatorna
kivalasztdsa és a septalis neuronok spike sorting-ja. Ezeket a feladatokat én végeztem, kivéve az akut

patkdny adathalmaz spike sorting-jat, melyet Bartho Péter készitett el.
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Az allapotfliggé ritmikai osztalyok azonositdsat az MS-ben és szinkronizacidjuk elemzését teljes

egészében én végeztem Hangya Balazs irdnyitasaval.

A septalis ritmikus sejtmodellt egy |étez6 modell (Golomb et al., 2007) felhasznaldsdaval fejlesztettiik
ki, és egy létez6 altaldanos HCN modell (Kali & Zemankovics, 2012) felhaszndlasdval bévitettik a H
arammal. Ugyancsak technikai szempontbdl a teljesség kedvéért osztom meg a transzmembran

aramok szabalyozasat végz6 aktivalé és inaktivald kapuk differencidlegyenleteit.

A halozat felépitését és a modell-szinkronizacié vizsgalatat teljes egészében én végeztem. A Golomb-
modell paramétereinek finomhangoldsat és a halézat modellezését Kali Szabolcs és Hangya Balazs

irdnyitdsaval hajtottam végre.

Az adatfeldolgozast és az eredmények elemzését sajat fejlesztés(i Matlab-kddok kédok (MATLAB
2016a és 2020a (Mathworks, Natick, USA)) segitségével végeztiik. A modellszimulaciokat a NEURON
szoftver segitségével hajtottuk végre. Mind a Matlab, mind a NEURON szoftverkdédot deponadltuk a
Zenoddnal, és nyilvanosan elérhetd a https://doi.org/10.5281/zenodo.6798310 oldalon. A kéd GitHub-

tarhelye a https://github.com/hangyabalazs/ms sync analysis cimen érheté6 el.

4 Eredmények

Ez az értekezés két pilléren nyugszik. A Kocsis et al. cikkben definidltuk a septalis ritmikussagi
csoportokat és vizsgaltuk szinkronizaciés mechanizmusaikat, valamint szerepiliket a hippocampus
theta frekvenciaju oszcillacidinak generalasaban (Kocsis et al., 2022). Az itt bemutatott kutatdsok és

eredmények nagyrészt ehhez az elsészerzds cikkhez kapcsolddnak.

A masodik pillér a tarsszerzds Kiraly et al. tanulmanyra tdmaszkodik (Kiraly et al., 2023). Ez a munka a
septalis sejtek viselkedését vizsgalta a hippocampalis theta spektralis komponenseivel (tSC)
kapcsolatban. Az elé6feldolgozott adatok és az osztdlyozd kddok részben az elsé projektbél szarmaztak.
Kirdly et al. cikkben a septalis ritmuscsoportok tSC-fiiggé viselkedésérdl szamoltunk be (Kocsis et al.,

2022). A tanulmany egyéb eredményeivel ebben a disszertacidban nem foglalkoztam.

A két dolgozatot az a megdllapitas koti 6ssze, hogy az elsé tanulmanyban meghatarozott ritmikus
csoportok a masodik tanulmanyban is kiilén funkcionalis csoportokat alkottak. A septalis sejtek tlizelési
mintazatai tehat arra utalnak, hogy aktiv szerepet jatszanak nemcsak a hippocampalis theta-, hanem

a gamma-frekvencidju oszcillacidk generdlasaban is.
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4.1 l.téziscsoport.

A medialis septalis ritmikus neuronok hippocampalis dllapotfiiggd osztdlyozdsdval és szinkronizdcidjuk

feltérképezésével kapcsolatban.

la. tézis. Félautomata mddszerem funkciondlis neuronosztalyokat azonosit ritmikus tiizelési

tulajdonsagaik alapjan.
Kapcsolddo publikdciok: Kirdly et al., 2023; Kocsis et al., 2022.

Kifejlesztettem egy Matlab kédcsomagot a neuronok ritmikussagon alapuld osztalyozasara. Néhany
el6feldolgozasi Iépést és a vizsgdlt ragcsalomodellnek megfeleld globdlis valtozék manualis megaddsat
kovetbéen a szoftver 6nalldan osztdlyozza a sejteket, és kiszamitja a csoportatlagokat, valamint a

csoporton beliili és a csoportok kdzotti szinkronizacids értékeket.

«ze s

follower, theta skipping és tonusosan aktiv neuronok (5. dbra). Ezen osztalyok tiizelési tulajdonsagait
és faziskapcsolatait mindharom adatkészletben jellemeztem. A ritmikus csoportok részletes leirdsat

|asd a disszertacid “Rhythmic neuron classes of the medial septum” cim(i fejezetében.

Anesth, rat nest L Freely m. mouse

.y [ Putative pacemaker neurons
[1 Tonically active neurons

[ Theta-skipping neurons
[ Follower neurons
[ Theta follower neurons
1 Non-rhythmic neurons
585% [ Otherneurons

5. Abra. A medialis septalis neuronok ardnya a kiilonb6z6 ritmikussdgi csoportokban altatott patkdnyokban (balra), altatott
egerekben (kbzépen) és szabadon mozgé egerekben (jobbra).

Amikor a septalis ritmikus sejteket a hippocampalis tSC-kkel kapcsolatban vizsgaltuk, jelentés tiizelési
modulaciot figyeltlink meg (6. dbra; lasd a disszertacid “Septal rhythmic cells contribute to
hippocampal supra-theta oscillations” cim( fejezetét). A feltételezett pacemaker és theta-follower
neuronok a gamma-savu tSC-ket tartalmazé ciklusokban megnovekedett tiizelési frekvenciat és theta-
fazis kapcsoldédast mutattak, mig a ténusosan aktiv sejtek szintén novelték tiizelési frekvencidjukat.
Ezeknek a neuronoknak a tobbsége specifikus tSC-fazisokhoz volt kapcsolva. Ezenkivil a tSC-vel
kapcsolt feltételezett pacemakerek nemcsak megel6zték az 6sszes tSC-t, hanem a tSC-kkel kapcsolt
sejtek kozott a legkordbbi ,elGjelz6knek” bizonyultak. Félautomata moddszerem tehat a theta

frekvencidn tuli ritmusgenezisben is bevont funkciondlis neuronosztalyokat azonositott.
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6. Abra. A ritmikus septalis sejtek aktivitdsa CA1 supra-theta spektrdlis komponensek alatt (szabadon mozgé egér). Az Gbrdk
a Kirdly et al. tanulmdnybdl szérmaznak (Kirdly et al., 2023). (A) "Kiil6nbéz6 tSCket tartalmazo példa theta ciklusok." (Kiraly
et al./ 1./e dbra). (B) "Halmozott oszlopdiagram, amely a tSC-kapcsolt neuronok (iires oszlopok) ardnydt mutatja a theta-
kapcsoltsdg (balra) és a ritmikus tiizelési tulajdonsdgok (jobbra) fiiggvényében". (Kiraly et al./3.dbra/f).

Ib. tézis. A pacemakerek szinkronizaljak burst frekvencidjukat.
Kapcsolddo publikdciok: Kocsis et al., 2022.

A ritmikussdagi csoportok keresztkorrelacids elemzése a pacemaker neuronok theta szinkronizaciéban
betoltott kdzponti szerepét jelezte. A pacemakerek a hippocampus allapotatdl figgetlenil theta-
ritmikus burst-Oket tlizeltek és a hippocampalis theta fazisdhoz kapcsolddtak (7. dbra; a részleteket

lasd a disszertaciod “Synchronization of rhythmicity groups” cim( fejezetében).
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7. Abra. Pacemaker neuronok (altatott patkdny). A neuronok e csoportja a hippocampus dllapotdtdl fiiggetleniil theta ritmusti
burstéket tiizel. (A) Fent: A CA1-bél szarmazo nyers LFP (fekete) delta-theta dllapotu dtmenetet mutat. Lent: Spike raster
hdrom példa a pacemaker neuronokra ugyanabbdl a felvételbél. (B) Az 6sszes pacemaker neuron autokorrelogramja a theta
(balra) és a nem-theta (jobbra) szakaszok alatt. A nyilak jelzik a példa neuronokat az A panelrél. (C) Az ésszes pacemaker
neuron HPC theta fdzis kapcsolata, poldris koordindtdkban. Szog: kérfdzis;, hossz: dtlagos vektorhossz; a sziirke skdla az
dtlagos tiizelési ratdnak felel meg (fekete magasabb tiizelési rdta). Ldthatd, hogy a neuronok két ellentétes fdzisu klasztert
alkottak theta alatt (147,28° és 342,57°, Idsd a széveget). (D) A feltételezett pacemaker neuronok tiizelési ratdja a nem-theta
és theta szakaszok alatt. A dobozok és a whiskerek interkvartilis tartomdnyokat, illetve nem kiugré tartomdnyokat jeléinek. A
vonalak az egyes neuronoknak felelnek meg. A tiizelési rdata szignifikdnsan magasabb volt theta alatt (Wilcoxon elGjeles
rangdsszeg teszt).
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A medialis septalis pacemaker szinkronizacid mechanizmusainak megfejtéséhez négy, egymast nem-
kizdrd alternativat vizsgaltam: ténusos meghajtas vdltozasa, burst tulajdonsagok valtozasa, theta
skipping és frekvencia szinkronizacié. E mechanizmusok metrikai fokozott ténusos meghajtast,
csokkent theta skpping-et és viszonylag stabil burst-tulajdonsagokat mutattak theta alatt (8. dbra; lasd
a disszertdacid “Huygens synchronization of pacemaker cells” cim( fejezetét). Emellett a pacemakerek
a burst-jeik frekvencidjat a kapcsolt ingadrdkhoz hasonlé mddon szinkronizaltak, mely jelenség
Huygens-szinkronizacié néven ismert a fizikaban (8. dbra; lasd a disszertacié “The sympathy of clocks”

cim fejezetét).
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8. Abra. A septalis (feltételezett) pacemakerek szinkronizdlidk a burst frekvencidjukat. (A) Az MS pacemakerek tiizelési
frekvencidja magasabb volt a theta oszcillacio alatt, mint a nem-theta szegmensek alatt. Balra, a scatter plot az 6sszes
pacemaker neuron tiizelési sebességét mutatja, szinkédolva a rdgcsdlok theta modelljei szerint. K6zépsé és jobb oldali, box-
whisker plotok, amelyek az 6sszevont adatok statisztikdit mutatjdk (***p < 0,001; p = 1,402 x 10-9, W = 5166, n = 111,
Wilcoxon eléjeles rangésszeg préba). A hdrom adathalmazra vonatkozo statisztikdkat ldsd a disszertdcio S3. tabldzataban.
Ezen az dbrdn és minden box-whisker abrdn a medidn, az interkvartilis tartomdny és a nem-kiugro tartomdny szerepel. (B)
Balra, a pacemakerek ritmikussdgi frekvencidjanak scatter plotja, a theta-sdvban az elsé autokorreldcids cstucshoz tartozo lag
alapjan mérve. Kézépsé és jobb oldali, az 6sszevont adatokra vonatkozd statisztikak magasabb ritmikussdgi frekvenciat
jeleztek hippocampalis theta alatt (***p < 0,001, p = 2,64 x 10-7, W = 4857,5, n = 111, Wilcoxon eléjeles rangésszeg préba).
(C) Balra, a pacemaker neuronok dtlagos intraburst interspike intervallumainak (ISI) scatter plotja. K6zépen és jobbra, az ISIk
mérsékelt csékkenése a theta oszcilldcio sordn az intraburst frekvencia enyhe emelkedését jelzi (***p < 0,001; p = 7,336 x 10-
5, W=1275,5 n=111, Wilcoxon elGjeles rangbsszeg proba). (D) Balra, a pacemakerek theta skipping ardnydnak scatter plotja
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a nem-theta és theta szegmensek alatt. K6zépen és jobbra, az 6sszevont adatok statisztikdi azt mutatjdk, hogy a pacemaker
neuronok tébb theta-ciklust hagytak ki a nem-theta szegmensek alatt (***p < 0,001; p = 3,021 x 10-6, W = 1521, n = 111,
Wilcoxon elGjeles rangésszeg proba). (E) Balra, a pacemaker neuronok relativ frekvenciakiilonbségének scatter plotja az
egyidejiileg régzitett pdarok esetében, a nagyobb frekvencidjaval normalizdlva. K6zépen és jobbra, az dsszevont adatokra
vonatkozo statisztikak azt mutatjdk, hogy az egyes pacemakerek frekvencidja hasonlébbd vdlt a theta oszcilldcio sordn (***p
<0,001; p = 3,17 x 10-6, W = 4156, n = 168, Wilcoxon elGjeles rangésszeg proba). (F) Balra, adott felvétel datlagos ritmikus
frekvencidgjatdl valo eltérés a theta vs. nem-theta szegmensek sordn a pacemaker neuronok esetében (olyan felvételek,
amelyekben legaldbb két feltételezett pacemakert egyiitt rogzitettek). Kézépen és jobbra, az ésszevont adatokra vonatkozé
statisztikak azt mutatjdk, hogy az abszolut eltérés az dtlagos ritmikus frekvencidtdl szignifikdnsan nagyobb volt a nem-theta
szegmensek alatt (***p < 0,001, p = 4,189 x 10-4, W = 1233, n = 92, Wilcoxon elGjeles rangdsszeg proba). (G) Egy példa
pacemaker neuronpdr dtlagos wavelet-koherencia spektrogramja (a spikeokat 50 ms-os Gauss-ablakkal konvolvdltuk, a példa
altatott patkdnybdl szarmazik), dtlagolva a nem-theta - theta dtmenetek kériil. (H) Az uretannal altatott patkdnyokban felvett
pacemaker neuronpdrok dtlagolt wavelet-koherencia spektrogramja (nem-theta - theta dtmenet 0. idépillanatban; olyan
felvételekbél, amelyekben legalabb két pacemaker neuront egyiitt régzitettek, n = 25 par).

4.2 |l. téziscsoport.

A medialis septum farmakoldgiai neuron tipusainak optogenetikai jelélésével kapcsolatban.

A medialis septalis neuronok genetikai és neurotranszmitter-identitasanak feltérképezésére
optogenetikai tagging-et végeztink uretannal altatott egerekben. A PV+ (n = 18, 2 allatbdl), GABAerg
(n =20, 2 allatbol) és glutamaterg (n = 30, 3 allatbdl) neuronok sikeres jel6lését kovetben (2. dbra), a
ritmikussagi elemzések ugyanazon sorozatat végeztem el ezeken a felvételeken mint a "vad” tipusu

adathalmazban. Végiil a ritmikussagi osztalyok aranyat értékeltem az egyes megjeldlt csoportokban.
lla. tézis. A PV-expresszio a theta-generdld septalis populaciot jeléli.
Kapcsolodo publikdciok: Kocsis et al., 2022.

A PV-expresszald csoportban taldltam a legnagyobb ardnyban pacemaker sejteket (n = 9/18 neuron),

ami arra utal, hogy a PV-expresszié a theta-generald populaciot jeldli (9. dbra).

Amikor kiszamitottam a relativ frekvenciakiilonbségek theta-asszocidlt valtozasat azok kozott a
pacemaker parok kozott ahol legaldbb az egyik sejtet PV+ volt, hasonlé frekvencia-szinkronizaciét
("Huygens-szinkronizacié") figyeltem meg, mint amit a nem jelolt pacemaker parok esetében
kimutattam (9. dbra; a részletekért lasd a disszertacid “PV+ pacemaker cells synchronize their

frequencies” cim(i fejezetét).
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9. Abra. A parvalbumin+ sejtek ritmikussdga és szinkronizdcidja. (A) Példa egy PV-expresszdlé MS neuron spike raster-ére a
nem-theta (narancssdrga) és theta (kék) szegmensek alatt. (B) Egy PV-expresszadlo szelektiven photo-stimuldlt MS-neuron
példa raster plotja (fent) és a 20 Hz-es photo-stimuldcio kezdetéhez igazitott (kék pdttydk) megfelel6 peri-stimuldcios
idéhisztogramja (lent). (C) A példa neuron autokorrelogramjai a hippocampalis nem-theta (narancssdrga) és theta (kék)
dllapotok alatt. A jobb felsé sarokban Iévé szamok az dtlagos tiizelési sebességet jelzik a nem-theta (narancssdrga) és a theta
(kék) szakaszok alatt. (D) Az Gsszes azonositott PV-expresszdalo MS neuron autokorrelogramja, ritmikussdgi index szerint
rendezve. Balra: Szines sdv jelzi a jelentds theta-ritmikussdgot (kék) és delta-ritmikussdgot (narancssdrga) a theta (balra) és
nem-theta (jobbra) dllapotok alatt. K6zépen: Autokorrelogrammok theta szakaszok alatt. Jobbra: Autokorrelogrammok a
nem-theta szakaszok alatt. A nyilak a példaneuronokat jelzik. A legtébb PV-pozitiv MS-neuron konstitutivan theta-burstélé
feltételezett pacemaker volt. (E) A ritmikussdgi tipusok ardanya a 18 azonositott PV+ neuronon beliil. (F) Balra: A pacemaker
MS-neuronok relativ ritmikussdgi frekvenciakiilbnbsége a theta vs. nem-theta szakaszok alatt. Optogenetikailag azonositott
PV+ neuron pdrok (piros hdromszégek) és egy azonositott PV+ és egy nem jel6lt pacemaker neuron pdrok (kék haromszégek).
Fekete négyzetek, az altatott patkdny, az altatott egér és az éber egér kisérletek 6sszevont adatai. Kézépen és jobbra: A
legaldbb egy azonositott PV+ neuront tartalmazo pdrok relativ frekvenciakiilénbsége jelentésen csékkent a theta-oszcilldcio
sordn a nem-theta szakaszokhoz képest (*, p < 0,05; p = 1,293 x 102, W = 63, n = 24 legaldbb egy PV+ neuront tartalmazé pdr,
Wilcoxon eléjeles rangésszeg proba)).

llb. tézis. A glutamaterg sejtek stimulalasa theta-t idéz el6 a hippocampus-ban.
Kapcsolddo publikdciok: Kocsis et al., 2022.

A glutamaterg neuronok tobbsége erds tilizelési rata novekedést mutatott - mindenféle theta-
ritmikussag nélkul - a hippocampus theta allapota alatt, ami arra utal, hogy theta szinkronizacié soran
hozzajarulnak a pacemakerek fokozott ténusos gerjeszt6 meghajtasdhoz (10. dbra). Valdban, a
hippocampalis LFP frekvencidk teljesitményeloszldsdnak statisztikai vizsgdlatakor a theta-sdvos
aktivitas jelentds novekedését figyeltem meg a tagging protokollt kdvetSen (10. dbra). igy a
glutamaterg sejtek photo-stimuldcidja hippocampalis theta-oszcillaciot indukalt (a részleteket lasd a

3

disszertacié “Glutamaterg stimulation evokes theta” cim(i fejezetében).
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10. Abra. A glutamaterg sejtek 20 Hz-es stimuldcidja theta-t generdl a CAl-ben. (A) Egy CAl LFP szakasz wavelet
spektrogramja az MS glutamaterg neuronok 20 Hz-es stimuldcidja alatt és utdn. A photo-stimuldcio tartds theta oszcilldciot
indukdlt (altatdsban jellemzé az alacsonyabb theta frekvencia). (B) A 20 Hz-es glutamaterg stimuldcio dsszes felvételeinek (n
= 10) dtlaga. (C) Box-whisker plot, amely a theta - delta ardny szignifikdns névekedését mutatja glutamaterg stimuldcio
hatdsdra. A medidn, az interkvartilis tartomadny és a nem kiugré tartomdny lathato (*p < 0,05, p = 3,71 x 102 W=7, n =10,
Wilcoxon elGjeles rangbsszeg proba). (D) Az optogenetikdval azonositott MS glutamaterg neuronok tébbsége erds névekedést
mutatott tizelési ratdban theta alatt (***p < 0,001; p = 8,94 x 104 W = 394, n = 30. Az ardnyos névekedés medidnja + a
medidn standard hibdja, 1,42 + 0,34). (E) A ritmikussdgi tipusok aranya 30 azonositott glutamaterg neuronon beliil.

4.3 lll. téziscsoport.

A medialis septalis theta generdcio modellezésével kapcsolatban.

Az elektrofizioldgiai felvételek elemzése azt sugallta, hogy a fokozott tonusos gerjesztés a septalis
pacemakerek frekvencia szinkronizacidjat indukdlja, ami a hippocampalis theta oszcillacié
kialakuldsdhoz vezet. A theta szinkronizacid megértésének elmélyitése érdekében egy minimalista

haldzati modellt fejlesztettem ki, amely lehetévé tette az in vivo eredmények kozvetlen tesztelését.
Tézis lll. Homogén, ténusos serkentés vezérelt hal6zati modellem elegendé a theta generalasahoz.
Kapcsolddo publikdciok: Kocsis et al., 2022.

A pacemaker sejtek modelljét egy egy-kompartmentumos, ritmikusan tiizel6 modellneuron (Golomb
et al.,, 2007) alapjan terveztem meg. Miutan a H-daram mechanizmusat is implementaltam a
modellembe, sikeriilt reprodukdlnom néhany MS neuron leirt sag valaszat (11. dbra). Ezt kdvetGen a
pacemaker modellneuronokat véletlenszerlien gatld szinapszisokkal kotottem oOssze anélkil, hogy
haldzati szintli preferencidkat vezettem wvolna be. Minden neuron egyetlen bemenetként
szabdlyozhatd tonusos gerjesztést kapott, ami lehet6vé tette a kozvetlen beavatkozdst a haldzat

dinamikdjaba a szimulacio soran (11. dbra).

A theta generacio statikus paramétereinek optimalizalasa utan ugyanazokat az elemzéseket végeztem
el a pacemaker szinkronizacidra vonatkozdéan, mint az elektrofizioldgiai és optotagging adatok

esetében. Eredményként itt is hasonld szinkronizacids metrikakat figyeltem meg, beleértve a
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pacemaker sejtek frekvencia-szinkronizacids mechanizmusat ("Huygens-szinkronizacid") (11. dbra; a
részleteket |asd a disszertdcid “Septal network model confirms Huygens-synchronization” fejezetében).

A modell tehat sikeresen reprodukadlta az in vivo szinkronizacidé szdamos aspektusat.
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11. Abra. Az MS pacemaker hdlézat egyszerii konduktancia-alapti modellje ténusos gerjesztés esetén képes theta
szinkronizdciora. (A) Az egy-kompartmentumos modellneuron vdzlata. A gdtlé neuron tartalmazott tranziens natrium (Nas),
lassan inaktivalodo D-tipusu kalium (Kd), késleltetett egyeniranyito kalium (Kdr), HCN és passziv szivargo csatorndkat. Minden
sejthez egy ténusos dramot szolgdltato elektrédot csatlakoztattam. A sejtmodellt adaptdltam (Golomb et al., 2007) . (B) A H
dram hozzdaddsa utdn hiperpolarizdcio indukdlt sag vdlaszt tudtam kivdltani, hasonléan az irodalomban leirt MS GABAerg
neuronokhoz (ldsd pl. (Xu et al., 2004, 1. dbra: C). A mérsékelt rebound hatds nem indukdlt rebound spike-okat. (C) A hdldzat
sematikus dbrdja. Hiusz modellsejtet GABA-A gdtlo szinapszisokkal kététtem Gssze. A spike train-eket dsszegeztiik és egy 50
ms-os Gauss-ablakkal konvolvdltuk a hdlozati kimenet modellezéséhez. (D) A hdldzat viselkedésének szimuldcicja (60%-0s
kapcsoldsi rdta; 7 ms szinaptikus késleltetés, 3 nS dtlagos szinaptikus erésség; 2 ms szinaptikus lecsengés; 10%-os variancia
az utobbi hdarom szinaptikus paraméterre; 60 pA dtlagos alapvonali stimuldcié 10%-os variancidval). A neuronok a theta
frekvenciasavban szinkronizalddtak az ingerlés tonusos névelésére valaszul (x1,4, a glutamaterg tiizelési rata névekedéséhez
igazitva, ldsd 10/ D dbra), és deszinkronizdlodtak, amikor az ingerlés visszadllt az alapvonalra. (A megnévelt ingerlést jitter-
elt kezdddési latencidval alkalmaztam, hogy elkeriiliem a szinkron fdzis resetet). Felsé: A hdlozat kimenetének wavelet
spektrogramja. Kézépen: hdlozati kimenet (fekete: nyers; kék: a theta-sdvban szlirt; narancssdrga: a delta-sdvban szlirt;
szaggatott: theta-delta ardny) és szimuldlt spike raster (Idsd a 3C. dbran az in vivo felvételt). Alul: Injektdlt dram. (E) A

pacemaker hdlézati modell reprodukdlja az MS neurdlis hdlézat Huygens-szinkronizdcios tulajdonsdgait (ldsd a 8. dbrat az
in vivo szinkronizdciordl). Az egyes pacemaker-neuronok relativ frekvenciakiilbnbségének scatter plotja az egyidejileg
szimuldlt pdrok esetében, a nagyobb frekvencidjdaval normalizdlva. A statisztika azt jelezte, hogy az egyes modell pacemakerek
frekvencidja a theta alatt hasonlébbd vdlt (***, p < 0,001; p = 2,20 x 103%, W = 51519, n = 671, Wilcoxon eléjeles rangésszeg
préba). A box-whisker dbrdk a medidnt, az interkvartilis tartomdnyt és a nem kiugro tartomdnyt mutatjak.
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5 Lehetséges alkalmazasok és az eredmények

tudomanyos haszna

5.1 Oszcillopatiak

A szinkronizdciés mechanizmusok alapos vizsgdlata fontos annak megértéséhez, hogy az agy hogyan
a figyelem, a memodria, a dinamikus csoportositds és a tudatossdg. A szinkronizaciék zavarai kognitiv
problémdkat okozhatnak, melyek kilonb6z6 neuroldgiai és pszichidtriai rendellenességekben
jelentkeznek, amelyeket egylittesen "oszcillopatidknak" neveznek. Az oszcillopatidk jelentds
mértékben hozzajarulnak e rendellenességek patofizioldgidjdhoz. Bar a csokkent neuralis
szinkronizacié lehet a kapcsolatok megsziinésének kovetkezménye, de oki tényezGként is felléphet.
Fliggetlenil attdl, hogy az oszcillacids rendellenességek a tlinetek okai vagy kdvetkezményei, klinikai
jelent6séggel birnak, mint potencidlis biomarkerek és terapias célpontok. A puszta diagndzison

tulmenden a betegségek progresszidjdnak nyomon kovetésében és a kezelések hatékonysaganak

értékelésében is rejlik lehet6ség.

Az oszcillacids aktivitas |étrehozasaért felelGs neuronalis szerepl6k azonositasa ezért kulcsfontossagu.
Ugy tiinik, hogy ebben a folyamatban minden fontosabb neuromodulalé rendszer részt vesz. A gamma-
oszcillaciok példaul tobb alapveté mechanizmustdl figgenek: A GABAerg neuronok kdzponti szerepet
jatszanak az els6dleges generacidban és a helyi szinkronizadciéban; a glutamaterg kapcsolatok
szabalyozzdk az erdsséget, az id6tartamot és a hosszu tavu szinkronizacidt; és a kolinerg moduldcié
el6segiti az allapotfliggd nagyfrekvencids oszcillacidkat és az asszocidcios valaszszinkronizaciot.
Tovabbi kutatdsokra van azonban sziikség annak tisztdzasara, hogy a GABAerg, glutamaterg, kolinerg,
szerotonerg, dopaminerg és noradrenerg rendszerek hogyan jarulnak hozzda az ”oszcillogenezishez” és

milyen hatdsuk jelentkezik az oszcillopatiakban.

A legtjabb kutatasok a kiilonb6z6 frekvenciaju ritmusok kozotti kapcsolatokra is dsszpontositanak. Ugy
vélik, hogy a lassu oszcillaciok megkonnyitik az agyteriletek kozti kommunikaciot a magasabb
frekvencidju ritmusok id6beli szervezésével, amelyek a kognitiv folyamatokhoz elengedhetetlenek.
Néhany kozelmultbeli tanulmany arrél szamolt be, hogy a medial septum (MS) részt vesz a supra-theta
savu oszcillaciok generaldsaban is, ami nem elhanyagolhaté terdpids potencialt jelentene. Ide
tartoznak példaul a nagy amplitudoju gamma-hulldmok, amelyek a temporalis lebenyben bekévetkezé
rohamokat kovetd rohamindukalt automatizmusban és a ketamin-injekciot kdvetd skizofrénia-szerd

tlinetekben jatszanak szerepet (Leung & Ma, 2022). Ezzel szemben a septohippocampalis-Nucleus
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Accumbens (NAC) rendszeren belili inaktivalds vagy lézidk csokkenthetik a gamma-oszcillacidk
elnyomasahoz vagy az allatkisérleti altatdshoz szlkséges anesztetikumok ddézisat. Ebben a
disszertacidban beszamolok a HPC béta- és gamma-savos tSC-k MS ritmikus sejtek altali, eddig

ismeretlen szabalyozasardl is.

Ezek az eredmények ravilagitanak az MS-stimuldcid terdpids lehetGségeire. Ha a megzavart
oszcillaciokat az MS szabdlyozza, akkor annak stimulaciéja potencidlisan kompenzalhatja vagy
enyhitheti az abnormalis oszcilldcids aktivitast, ezaltal moduldlva az oszcillopatidkkal kapcsolatos

tiineteket (Takeuchi et al., 2021). Ujabb kutatasok kiildnbdz8, az MS-t célzé beavatkozasi stratégiakat

vizsgaltak olyan dllapotok esetében, mint példaul a demencia. Ezek a megkozelitések tobbek kdzt
farmakoldgiai kezeléseket (pl. dopaminalapu terapidk), instrumentalis technikakat (pl. mély agyi
stimuldcié és Vagus ideg stimuldcid), valamint viselkedési kozbeavatkozasokat (pl. mozgdsszervi

gyakorlatok és kognitiv erésités) ajanlanak.

A kognitiv problémadkkal 6sszefligg6 oszcillopatiakrol bévebben lasd a disszertadcid “Oscillopathies: a

rationale behind this study” cim( fejezetét.

5.2 A medialis septum ritmikus neuronjai

Kutatasunk soran el6szor elvégeztik a medialis septalis (MS) neuronok bias-mentes fizioldgiai
csoportositasat és jellemzését, mely kibdSvitette a korabbi elektrofizioldgiai vizsgdlatok eredményeit
(Apartis et al., 1998; Borhegyi et al., 2004; Duque et al., 2000; Ford et al., 1989; Hassani et al., 2009;
Simon et al., 2006; Stewart & Fox, 1989; Varga et al., 2008). Bland és munkatarsai példaul a tiizelési
rata valtozasa alapjan csoportositottdk az MS neuronjait theta-on és theta-off csoportokba, illetve
tlzelési mintazatuk alapjan fazisos (theta-bursting) és tonusos (nem-ritmikus) kategéridkba. Petsche
és munkatarsai jellemezték az A- és B-tipusi neuronokat, ahol a B-tipusuak stabil faziskapcsolattal
kapcsoldédtak a thetahoz (Petsche et al.,, 1962). Azdéta szamos tanulmany vizsgalta a B-tipusu
neuronokat (Apartis et al., 1998; Borhegyi et al., 2004; Joshi et al., 2017; King et al., 1998; Stewart &
Fox, 1989), de az A-tipus kevesebb figyelmet kapott. Mas tanulmanyok alacsonyabb frekvenciaju
ritmusokrél is beszamoltak, ideértve a "lassu oszcillacidkat" és a légzéshez kapcsolodd ritmikus
aktivitast (Buzsaki et al., 1986; Tsanov, 2015; Tsanov et al., 2014; Wolansky et al., 2006). Ezzel
0sszhangban mi is megfigyeltiink ritmikus aktivitast a delta frekvenciasavban, kiilénésen az uretannal
altatott patkdnyokndl. A fentiek miatt az hippocampalis felvételeket theta és nem-theta epizddokra
bontottuk és az MS sejteket ritmikussaguk alapjan jellemeztiik mindkét allapotban (nem-ritmikus,
delta-ritmikus vagy theta-ritmikus). Bar ez kilenc elméleti kombinaciot jelent, a legtobb MS neuron

néhany jellegzetes tipusba tartozott.
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Egy korabbi tanulmdanyban Stewart és Fox azt talaltak, hogy miutdn atropinnal megsziintették a theta-
oszcillaciot az uretannal altatott patkanyok hippocampus-aban, az MS neuronok egy alcsoportja theta-
ritmikus maradt (Stewart & Fox, 1989). Egy masik altatdsos vizsgalatban a septalis neuronok 15%-anal
irtak le fazisos bursting-et a nem-theta allapotok alatt (Ford et al., 1989). Vizsgalataink sordn mi is
azonositottunk olyan feltételezett pacemaker neuronokat, amelyek theta-ritmikus burst-oket tizeltek,
flggetlendl attdl, hogy a CAl-ben jelen volt-e theta oszcillacié. Ez a csoport a szabadon mozgd egerek
MS-neuronjainak 13%-at tette ki; azonban altatott ragcsaldkban a ritmikus burst-6l6 neuronok
alacsonyabb szazalékat talaltuk, 6sszhangban néhany korabbi jelentéssel (King et al., 1998; Stewart &
Fox, 1989). A pacemakerek szazalékos aranyanak eltérései az egyes tanulmanyok kozott egyrészt a
torzitott mintavételbdl eredhet, mivel a felvétel sordan az MS a theta-ritmikus aktivitas jelenléte alapjan
azonosithatd, masrészt a ritmikussag definicidonk szigorusdgdbdl. Mivel a ritmikus szinkronizacio
mechanizmusainak elemzéséhez sziikséges adatmin@ség biztositasa érdekében viszonylag konzervativ
inkluziés kritériumokat alkalmaztunk a szignifikdns ritmikussagra (4. dbra), ez a pacemakerek
alacsonyabb szazalékat eredményezhette az adathalmazainkban. Ezenfelil elképzelhetd, hogy egyes
MS neuronok éber koriilmények kézott pacemakerként azonosithaték, altatott koérilmények kozott

azonban nem.

Azokat az MS neuronokat, amelyek csak hippocampalis theta alatt theta-ritmikus bursting-et, follower
neuronoknak neveztiik mivel tiizelési mintaik altalaban megfeleltek a hippocampus aktudlis haldzati
allapotdnak. Ez a tulajdonsag azonban nem zarja ki annak lehet6ségét, hogy 6k is részt vesznek a theta
genezisben. Ezek a neuronok ugyanis hajlamosak erésen szinkronizalddni egymassal és a pacemaker
neuronokkal mind a theta, mind a nem-theta allapotok soran. Optogenetikai tagging kisérletek a
pacemaker és follower neuronok nagy aranyat mutattak a PV+ GABAerg csoportban, ami arra utal,
hogy ez a ritmikan alapuld funkciondlis megkilonboztetés az anatdmiailag meghatdrozott PV-

expresszald csoporton belil is alkalmazhaté.

Kordbbi tanulmanyok beszdmoltak ritmikus neuronok theta-skipping viselkedésérél mind az
entorhinalis kéregben (EC) (Brandon et al., 2013; Jeffery et al., 1995), mind az MS-ben (Kay et al., 2020;
King et al.,, 1998; Varga et al.,, 2008). A theta-skipping viselkedésli neuronok minden masodik
hippocampalis theta ciklusban tlizeltek, ezdltal ritmikussagi frekvencidjuk a hippocampalis theta
frekvencidjanak felével volt egyenlS. Patkanyokban kimutattak, hogy az MS bemenet sziikséges a
theta-skipping viselkedéshez az EC-ben (Brandon et al., 2013). A theta-skipping viselkedés az EC-ben
valdszinlileg gatld rebound mechanizmusokra altal jon Iétre, amelyek dont6 fontossaguak lehetnek a
grid sejtek jellegzetes tlizelési mezGinek kialakitdasdban (Hasselmo, 2014). Ebben a disszertacidban
megerdsitettiik a theta-skipping neuronok jelenlétét uretannal altatott patkanyok septumban. Mig e

neuronok egy része rendszeresen, minden masodik ciklusban tiizel, mas neuronok kevésbé szabalyos
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mintazatot mutattak, akar tobb ciklust is kihagyva. Erdekes mdédon nagyon kevés theta-skipping
neuront talaltunk altatott és szabadon mozgd egerekben, vagyis naluk a septalis theta-skipping nem

feltétleniil szlikséges a racsmintdzatok kialakitasahoz.

Mind patkanyokban, mind egerekben taldltunk egy csoport ténusosan aktiv neuront, amelyek
valdszinlleg kolinergek, mivel (i) tlizelési mintdzatuk hasonlit a korabbi publikacidkban leirtakhoz
(Brazhnik & Fox, 1997; Mamad et al.,, 2015; Tsanov, 2015), (ii) kollégaim hasonld ritmikai és
szinkronizacidés tulajdonsagokkal rendelkezd kolinerg neuronokat azonositottak mas bazalis el6agyi

strukturakbdl (Laszlovszky et al., 2020), és (iii) a ritmikus bazalis el6agyi kolinerg neuronok egy korabbi

tanulmanyban (Lee et al., 2005) nem mutattak fazis kapcsolatot a hippocampalis thetaval, ahogyan mi

sem taldltuk erre utalé jelet a ténikusan aktiv csoport esetében. A theta-ritmikus kolinerg neuronok
valészinlileg inkdbb a neocorticalis theta oszcilldciohoz kapcsolédnak, ami a posterior cingularis
kéregbdl vezethet6 el (Destrade & Ott, 1982; Lee et al., 2005). Ezenfelll, kollégdim beszamoltak a
nucleus basalis kolinerg neuronjainak és a hallokéreg theta-sdvu aktivitdsanak viselkedésspecifikus
szinkronizaciéjardl is (Laszlovszky et al., 2020). Ez megerésiti, hogy az MS kolinerg neuronok szerepe a
hippocampalis theta generdldsdban valdszinlileg tobbnyire kozvetett a GABAerg neuronokon
keresztil, a theta amplitido szabalyozasaval, de a theta ritmusanak generalasdban nem vesznek részt
(Dannenberg et al., 2015; Lee et al., 1994; Yang et al., 2014, 2017). Minden bizonnyal izgalmas jovébeli
kutatdsi irdny lesz annak jobb megértése, hogy a tobbféle theta ritmus hogyan lép dinamikusan
kolcsdnhatdsba az agyban, beleértve az aktiv érzékelési folyamatokkal valé szinkronizaciét (Moore et

al.,, 2013; Ranade et al., 2013; Semba & Komisaruk, 1984), a lokalis pacemaker csoportok bevondsat

(Manseau et al., 2008) és a sejtek rezonancia tulajdonsagaival valé kélcsonhatast (Zemankovics et al.,

2010).

5.3 A septalis pacemakerek Huygens-szinkronizacidja

A XVII. szazadban Christiaan Huygens megfigyelte, hogy két, azonos gerendara légatott ingadra, idével
szinkronizalédtak, amit 6 a "két dra szimpatidjanak” nevezett (Huygens, 1673; Oliveira & Melo, 2015;
Ramirez et al.,, 2016; Willms et al., 2017). Azéta szamos dinamikus rendszerben taldltak ilyen
szinkronizaciét, amikor az egyes oszcillatorok frekvencidjuk és periddusidejiik tekintetében kozelebb
kerilnek egymashoz (Equihua & Ramirez, 2018; Ramirez et al., 2016). Mi is ilyen mechanizmust
azonositottuk az MS pacemaker neuronok kdzétt, ami arra utal, hogy egy Huygens-szinkronizaciés
mechanizmus allhat a hippocampusba tovabbitott erds theta-ritmikus septalis kimenet lIétrehozdsanak
hatterében. Kapcsolt oszcilldtorok Huygens-szinkronizacidja dltaldban fazisos vagy ellenfazisos
szinkronizacié (Korteweg, 1906; Ramirez et al., 2014), de barmelyik tipus okozhat frekvencia

szinkronizaciét (Czolczynski et al., 2011; Ramirez et al.,, 2014, 2016). Ez, legaldbbis részben
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magyarazatot adhat az uretdnnal altatott patkdnyok MS pacemakereinek megfigyelt ellenfazisos
tlzelésre. Kisérletek és modellezési tanulmanyok a Huygens-szinkronizacié kevésbé gyakori médjait is
megfigyelték, mint a részleges szinkronizacidt, amikor az oszcilldtorok 180 fokndl kisebb
faziskilonbséggel szinkronizalédnak; a "kioltast", amikor a két oszcillator elnyomja egymast; az
"kitutést", amikor az egyik oszcillator szupresszalddik, de a masik hatasara mégis csondesen ritmikus
marad; és az amplitidé-modulaciét, amely a kélcsonds befolydsolds kdvetkezménye (Ramirez et al.,
2014). Izgalmas jovébeli irany lesz megvizsgdlni, hogy a Huygens-szinkronizacié mogott allé, gyakran
komplex nemlineadris kozonséges-differencidlegyenlet-rendszerek limit-viselkedését leird széleskord
tuddsanyag alkalmazhaté-e és hogyan alkalmazhato az idegi hdlézatokra. Példaul elképzelhetd, hogy a
"moduldlé” viselkedés felhasznalhatd a cross-frequency coupling jelenség leiirasara (Buzsaki & Wang,
2012; Lisman & Jensen, 2013), mig a ,kioltas” és az ,kiutés” szinkronizacids hibaknak tekinthetdk,
amelyek az oszcillopatidk jellemzésénél hasznosulhatnak (Hunt et al.,, 2017) (lasd a disszertacio
“Oscillopathies: a rationale behind this study” cim( fejezetét). EIméleti tanulmanyok magyarazatot
adhatnak arra, hogy a kimeneti oszcillaciés periédus hogyan és miért térhet el a kapcsolt oszcillatorok
sajatperiddusaitdl (Dildo, 2009; Ramirez et al.,, 2016), amelyet neuronalis oszcillacidkkal
Osszefliggésben is megfigyeltek, és amely leképzelhet6, hogy a fazisprecesszié alapjaul is szolgal

(Geisler et al., 2007; O’Keefe & Recce, 1993; Zutshi et al., 2018).

5.4 PV+ pacemaker sejtek

A PV és a HCN csatorna expressziéjat mar tobbszér osszefliggésbe hoztdk az MS GABAerg neuronok
ritmikus pacemaking tulajdonsagaval (Borhegyi et al., 2004; Kocsis & Li, 2004; Varga et al., 2008; Xu et
al., 2004). Mas tanulmanyok azonban azt feltételezték, hogy a ritmikus septalis glutamaterg vagy
kolinerg neuronok mikddhetnek a theta pacemakerekként (Manseau et al., 2005; Mysin et al., 2015;
Smythe et al., 1992; Ujfalussy & Kiss, 2006), de lasd (Vandecasteele et al., 2014)). Mi ebben a
tanulmanyban tébb MS sejttipus optogenetikai azonositasaval megerdsitettiik, hogy a PV-expresszald
GABAerg neuronok alkotjak valdszindleg a folyton theta-ritmikus csoport nagy részét. Ugyanakkor azt
taldltuk, hogy a GABAerg neuronok kozt kevés a theta-ritmikus, ami arra utalhat, hogy a ritmikus
részhalmazuk feltételezhetbleg PV-expresszald. Megerd@sitettiik, hogy a septalis pacemakerek két
ellentétes fazispreferenciaju csoportot alkottak a hippocampalis theta oszcillacidhoz képest uretdnnal
altatott patkanyokban, ahogyan arrél kordbban masok is beszamoltak (Borhegyi et al., 2004; Joshi et

al., 2017; Varga et al., 2008)

26



5.5 A glutamaterg aktivacio thetat valt ki

A theta kialakuldsat az MS pacemaker neuronok tiizelési ratajanak jelentds novekedése kisérte. Ez a
megfigyelés 6sszhangban van korabbi tanulmanyokkal, amelyek szerint a fokozott ténusos gerjeszté
meghajtds képes az MS haldzatot theta allapotba kapcsolni (Korvasova et al., 2021; Lu et al., 2011;
Midller & Remy, 2018; Oddie et al., 1996; Ujfalussy & Kiss, 2006). Ennek a serkenté meghajtdsnak az

eredetére tobb sejttipust és Utvonalat is emlit a szakirodalom, beleértve az MS kolinerg, glutamaterg
neuronjait vagy a felszallé agytorzsi bemeneteket (Hajszan et al., 2004; Leranth & Frotscher, 1989;
Midller & Remy, 2018; Oddie & Bland, 1998; Zaborszky et al., 2012). Mi azt taldltuk, hogy az MS
glutamaterg neuronok erésen és nem-ritmikusan novelték tiizelési sebességiiket a CAl theta kezdetén,
ami arra utal, hogy ez a csoport lehet az a kdzponti relé, amely a valtozé tdnusu gerjesztés szintjét
kozvetiti az MS pacemaker halézatba. Ez a feltevés 6sszhangban van az anatémiai eredményekkel,
amelyek azt mutatjak, hogy a helyi gerjeszt6 neuronok biztositjdk az MS GABAerg neuronok gerjeszté

bemeneteinek tobbségét (Hajszan et al., 2004).

Ezenfellll, optotagging kisérleteinkban az MS glutamaterg neuronok aktivaldsa theta oszcillaciét
indukdlt a CAl-ben. Fontos megjegyezniink, hogy a theta ritmust 20 Hz-es stimulaciés frekvencidval
idéztik el6, joval a theta-tartomany felett, vagyis ezek a neuronok nemcsak akkor képesek theta-
indukcidra, ha theta-tartomanybeli frekvencidkon stimulaljak 6ket (Robinson et al., 2016). A fenti
eredmények 6sszhangban vannak azokkal a megfigyelésekkel, amelyek beszamolnak a glutamaterg
neuronok szerepérél a mozgassal kapcsolatos aktivacié tovabbitasaban az MS mas sejttipusaihoz vagy
akar azon tul (Fuhrmann et al., 2015; Justus et al., 2017; Korvasova et al., 2021; Oddie et al., 1996;

Teitelbaum et al., 1975).

5.6 Atheta generalé pacemakerek halozati modellje

A septalis pacemaker haldzat kordbbi modelljei vagy a GABAerg (Denham & Borisyuk, 2000; Ujfalussy
& Kiss, 2006; Wang, 2002) vagy a glutamaterg (Ujfalussy & Kiss, 2006) pacemaker mechanizmusokat
vizsgaltak. Ezek a korabbi munkak mar kdzvetetten utaltak egy potencialis Huygens-szinkronizaciés
mechanizmusra. Wang és munkatarsai példaul felvetették, hogy a deszinkronizalt septalis pacemaker

sejtek kilonbozé frekvencidkon oszcilldlhatnak (lasd (Wang, 2002), 4. abra). Ezenkivil Ujfalussy és

munkatarsai azt irtdk, hogy "a GABAerg szinapszisok blokkoldsa a ping-pong modelliinkben ezen
neuronok deszinkronizacidjat okozza, de a sejtek theta periodikusak maradnak". A Huygens-
szinkronizaciét azonban sem kisérletileg nem tesztelték, sem kozvetlenil nem modellezték. A korabbi
modellek tébbnyire arra 6sszpontositottak, hogy feltarjak a kiilénb6z6 oszcillator halézatok egymasra

gyakorolt hatasat, példaul két GABAerg MS csoport ellentétes tizelési fazissal (Ujfalussy & Kiss, 2006),
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vagy MS és CA1 GABAerg csoportok (Denham & Borisyuk, 2000; Wang, 2002; Zou et al., 2011) vagy MS
GABAerg és glutamaterg neuronok (Mysin et al., 2015). igy a korabbi ping-pong modellekben a
szinkronizaciés mechanizmus legalabb két dedikalt gatld csoport jelenlétét igényelte, a csoportok
kozotti torzitott, nem véletlenszerl Gsszekottetéssel. Ezzel szemben mi azt talaltuk, hogy az MS
GABAerg pacemakerek minimalista, homogén haldzata is elegendé volt ahhoz, hogy koherens theta-
ritmikus kimenetet hozzon l|étre fokozott ténusos gerjesztés hatdsdra. Mig az MS-haldzat
deszinkronizacidjaval ritkan foglalkoztak a korabbi elméleti munkakban, mi megfigyeltik, hogy
modelllink a ténusos serkentés csokkenésére gyors, spontdn deszinkronizdciét mutatott. Ez az MS
modellhalézat képes volt reprodukalni az in vivo szinkronizacio tobb jellemzG6jét, beleértve a Huygens-
szinkronizaciét, a megnovekedett tlzelési ratdt, a gyorsabb ritmikus tizelést, a csokkent theta-

skippinget és az intra-burst tizelési frekvencia ndvekedését.

5.7 Perspektivak

Egy izgalmas nyitva hagyott kérdés a ritmikussdgi csoportok Osszetételével kapcsolatos: vajon

kilonb6z6 sejtekrél, kiilonboz6en kapcsolt sejtekrél vagy allapotfiiggs csoport dtmenetekrdl van szé?

A szamitégépes modellemet vizsgalva az lathatd, hogy bizonyos esetekben megjelentek példaul
‘follower’ szerl viselkedést mutatd sejtek - pedig a halézat 6sszes eleme azonos pacemaker sejt
modellb8l szarmazik. igy kénnyen elképzelhets, hogy a ‘follower’ tulajdonsig a hélézatba vald

‘bevontsag’ fliggvénye is, mely kapcsoltsag vagy allapotfliggé is lehet.

Ahhoz hogy az allapot fliggést vizsgdlhassuk, kronikus kisérletekre lenne sziikség. A kiildnb6z6 kisérleti
kortulmények kozti csoport stabilitas vizsgalatara érdekes lehetne olyan felvétel sort tervezni, ahol az
egér/ patkany alvas- ébrenlét (aktiv és nem aktiv) felvételeit kovetSen végil uretanos altatassal
zarnank. Igy nyomon kévethetnénk a ritmikussagi csoportok allapot fiiggé véltozasait. Azonban
megjegyzendd, hogy még sokcsatornas elvezetéssel is kicsi az esélye, hogy minden ritmikussagi

csoportot tudjunk régziteni egy felvételi mélységben.

Ebbél a szempontbdl legértékesebb adatok optogenetikaval kombinalt kisérletekbdl szarmaznanak.
Patkanyban végzett mérésekkel nagyobb eséllyel sikeriilne a teljes ritmikussagi palettat lefedni.

Emellett nagyon értékes volna kolinerg sejtek azonositdsa is.

A rogzitett sejszamok novekedését kovetben, tovabbi betekintést nydjthatna az azonositott
ritmikussagi és optogenetikai csoportok tlizelési metrika és hulldmforma analizise. Ha sikeriilne a
septalis ritmikus csoportok hippocampalis allapotfliggd csoportjait mas paraméterek alapjan is
azonositani, akkor meg lehetne spdrolni a hippocampalis LFP elvezetését. A technikai egyszer(sitésen

tul, a kisebb mértéki beavatkozas (invazivitas- és a haldzat megzavarasanak csokkentése), illetve a
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megfelel6 minGségl hippocampalis jel kivalthatésdga miatt is relevans lenne egy ilyen adatbazis

|létrehozasara torekedni.

A tlzelési metrikdak egy része azonban allapot fligg6, ezért egy kutatasban nehéz lenne példaul a
kisérletek kozti kiilonb6z6 altatasi mélységek miatti variabilitast kontrolldlni. Ha pusztan a septalis
felvétel allna rendelkezésiinkre -anélkiil, hogy tudnank valéjaban milyen allapot milyen ardnyban volt
uralkodé a hippocampusban (pl. sikeriilt-e thetat kivaltani farokcsipéssel)- akkor csak az atlag septalis
populdcids aktivitdsra hagyatkozhatnank, vagyis nem egy daltalanos klasszifikaciot tudnank javasolni,
hanem minden felvételben, de legaldbbis kisérletben, kilon-kiilon, ehhez pedig sok sejtes rogzitések

kellenek.

Mas lenne a helyzet, ha a hullamformdk alapjan jol elklloniilé csoportokat kapndnk. Ez arrdl is

arulkodna, hogy a sejtek kiilonb6z6 ioncsatorna 6sszetétellek lehetnek.

Izgalmas jovébeli kutatdsi irdny a patch-seq megkozelités, mely kombindlja az elektrofizioldgia,

morfoldgia és transcriptémia eszkoztarat- bar ezt ma még kevés helyen végzik nagy volumenben.

Kutatdasomban nem szerepelnek legatlasos kontroll kisérletek. Az optogenetikai gatlasrdl tudjuk, hogy
nagyon lecsdkkenti a hippocampalis thetat, igy finomabb Huygens szinkronizacid tipusu jelenségek
megfigyelésére kevésbé alkalmas, specifikus serkentésekkel lehetne érdemes erésebb ok-okozati

Osszefliggéseket bizonyitani. Példaul tarsszerz6s cikkemben (Kiraly et al., 2023) szerepelnek ‘whole-

cell patch clamp’, illetve akut optogenetikai kisérletek éber egerekben, melyekben azt lathatjuk, hogy
a hippocampus PV sejtjei megbizhatdan kovetik a medialis septum PV+ sejtjeinek theta modulalt 22-
80 Hz-es serkentését. llyen tipusu jovébeli kisérletek kdzvetlenebb bizonyitékkal szolgalhatnak az

altalam leirt mechanizmusra.

Izgalmas jovébeli kutatdsi iranynak gondolom a glutamaterg sejtek theta generdldasban betdltott
szerepének vizsgalatat. Erdemes lehet példaul tovabb boncolgatni, hogy a septalis glutamaterg sejtek
stimuldlasaval kivaltott hippocampalis theta vajon kilonb6z6 frekvencia-amplitudo-térbeli

karakterisztikdt mutat-e mint a spontan megjelené vagy fajdalom stimulaldssal kivaltott theta.

Az dltalam bemutatott minimdlis hdlézati modell képes volt thetat generalni, méghozza a frekvencia
szinkronizacié mechanizmusaval. Ennél azonban a bioldgiai rendszer feltehet6leg sokkal komplexebb,
igy specidlis szempontok vizsgalatdhoz a modell finomitasara van szikség. Izgalmas modellezési
paradigmak lehetnek a tSC (theta spectralis components) viszgalata; a follower és theta-follower sejtek
beépitése; a septalis nem-ritmikus, esetleg hippocampalis theta fazishoz kotott, sejtek beépitése
bemenetként; a hippocampalis visszacsatolds hatasanak vizsgalata; és a hippocampus ‘fazis-precessio’

hatdsanak vizsgalata.
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A hippocampalis theta szorosan koétédik bizonyos viselkedésekhez (pl. explordcid, memdria kédolas,
stb.). Bdr altatott és éber elvezetéseket is vizsgaltam, specifikus viselkedési feladatokbdl szarmazd
adatom nem volt. Természetesen egy ilyen kisérlet sorozat nagyon sok értékes adattal szolgalhatna,
masrészrél viszont elvégzése korllményes és hosszadalmas. Technikai oldalrél a két elektrédds
mérések -esetleg optogenetikaval kombindlva- mar alapbdl kihivast jelentenek, még abban az esetben
is, ha sikerlil a célterileteket eltaldlni. A viselkedési faktorok 4ltal okozott variabilitds pedig
komplikalhatja az eredmények értelmezését. Erdemes lenne szem el6tt tartani, hogy viselkedés alatt
féleg az urethane érzékeny, 1-es tipusu theta-t tudndank elemezni, ami magasabb frekvencidju
komponenseket hordoz. Mindemellett, természetesen nagyon értékes volna példaul egy medialis
septum fliggé munkamemoria vizsgalat, lehetéleg elvdlasztva a navigaciés komponenstdl (pl. adaptive

associative learning paradigmaban).

Azt hiszem a disszertaciéban bemutatott eredmények minimum kozvetetten hordoznak humadan
relevanciat. Els6 korben patoldgids allatmodelleken lehetne vizsgalni az altalam megfigyelt sejt
csoportok oOsszetételének, frekvencidjanak és a szinkronizdcié mechanizmusainak valtozasait
krénikusan, illetve abnormalis aktivitas kordl is (pl. rohamok). Ezutan human szeletekbdl (in vitro),
esetleg mdtét alatti felvételekbdl (in vivo) szdrmazd elektrofizioldgiai adatokat lehetne elemezni.
Minden adat relevans lehet, fliggetleniil attdl, hogy egészséges vagy koros szovetbdl szarmazik.
Természetesen non-invasive human felvételek is érdekesek lehetnek, de sajnos ezeknek a
madszereknek a térbeli felbontdsa béven gyengébb az invasive elvezetésekénél. Ha sikeriilne bizonyos
elvaltozasokat feltarni, az példaul az Alzheimer kor korai diagnosztikdjanak hianyos eszkoztardban is

komoly szerepet kaphatna.

Az elmult években jelentés eredmények szilettek egér kisérletekben a terdpids potenciallal
kapcsolatban (Iasd az “Oscillopathies” fejezetet). Példaul Etter et al. J20-APP AD modellben bemutatta,
hogyan lehet a medialis septum PV+ sejtjeinek supra-theta stimulalasaval a hippocampus lassi gamma
amplituddjat, illetve theta fazis kapcsoldddasat helyreadllitani, és igy a tekintélyes plaque felhalmozddas

ellenére is a sebzett memaria nyomokat visszaallitani (Etter et al., 2019).

A medialis septum a rohamok elleni stimulalasra is hatékony lokaciénak tlinik (Takeuchi et al., 2021).
Ismert, hogy bizonyos epilepszids rohamokat a hippokampalis theta megvaltozasa el6z meg, illetve
hogy annak kivaltasa antiepileptikus hatasu. Optogenetikai patoldgias allatmodellekben vizsgalhaté
lenne példaul a glutamaterg stimuldcid hatasa, akar roham megakadalyozas, -csillapitds vagy -utéhatas
(viselkedési hiperaktivitas) tekintetében is. Természetesen fontos megjegyezni, hogy humanban ilyen
mélyagyi teriiletek nehezen elérhet6k, illetve az optogenetikai eszkoztar egyel6re csak
allatmodellekben hasznalhaté. Komoly terapias reményekkel kecsegtet viszont a sonogenetika a

neurodegenerativ betegségekkel valé kiizdelemben (Fan et al., 2021).
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Ezenfelll izgalmas otletnek hangzik a rohamok korili szinkronizaciés mechanizmusokat a Huygens
szinkronizdciés kontextusban értelmezni. Példaul elképzelhets, hogy rohamok kornyékén megszling
septo-hippocampalis theta generalds analdgiat mutathat egy fizikai rendszerekben megfigyelhetd
‘quenching’ (‘amplitude death’) jelenséggel, mely soran oszcillatorok kdlcsdnhatdsa az oszcillacidk
megsz(inéséhez vezet. Az id6szakos (‘modulatory’) és részleges (‘partial’) szinkronizacidk dinamikaja
ugyanakkor keretet adhat allapotfiiggé illetve instabil dinamikak leirdsdra. A “The Sympathy of clocks”
részben emlitett kapcsolddasi erésség, csillapitasi faktor és a felfliggeszt6 tartdk keresztmetszetének
paraméterei elképzelhets, hogy megfeleltethet6ek egy bioldgiai rendszer elemei kozotti kapcsolatok

erBsségének, serkentd/ gatld 6sszetételének, illetve a tdnusos bemenetek erésségének szintjével.
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