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Bevezetés

A klasszikus megkozelités szerint a talamusz a kiilvilagbol érkezd szenzoros informaciot
kapuzza az agykéreg felé. Egyetlen szerepének ezt a hiiséges informécid tovabbitast
tekintették. Szamos talamusz mag valoban betolti ezt a funkciot és a szenzoros un. ,,driver”
bemenetek altal hordozott lizenetet az egykéreg egy jol koriilirhaté funkcioval rendelkezd
részének 4. rétegébe tovabbitja. Sokdig ezek a magok szolgaltak a talamokortikalis
kapcsolatok modeljéiil, és a talamuszrél alkotott klasszikus kép is ezek altalanositott

tulajdonsagai alapjan alakult ki.

A talamusz nagy részének azonban teljesen mas 6sszekottetés rendszere van a kimeneti kérgi
régiokkal, és a bemeneti kéreg alatti teriiletekkel, mely nem illeszkedik a Klasszikus
elképzelésbe. Innervalhatnak egyrészt kiterjedt, masrészt jol lokalizalhatd, de szamos
egymastol tavoli kérgi teriiletet, valtozatos lamindris rosteloszldssal, valamint egyes régiok
kéreg alatti kimenetekkel is rendelkeznek. Mindemellett bemeneteik sem sziikség szertien

szenzoros informaciot hordoznak.

Az intralamindris (IL) magkomplex egy kiilonleges vetitési mintdzattal rendelkezd, sokféle
funkciot betoltd talamikus régid. Szerepét kimutattak kognitiv folyamatokban, az alvas-
éberlét ciklus szabalyozasaban és motoros feladatokban. Gazdagon innervalja a frontalis
kérgi motoros teriileteket és a stridtumot. Kimeneteinek sokszintisége mellett
lehetdségét, hogy az IL tobb egyszerii dtkapcsold allomasnal, amely hiiségesen tovabbitja a
bejovd informaciot. Sokkal inkabb funkcionalhat elosztoként, melybe kéreg alatti
modulatoros bemenetek és mas tipusti informaciok is érkeznek kiilonb6z6 forrasokbdl, és
amely hozzafér mind kérgi teriiletekhez, mind pedig a mozgasszervezd torzsducokhoz a

striatumon keresztiil.

Az emlitett funkciondlis sokszinliség azonban nem csupan serkentd, hanem gatld
bemeneteinek is kdszonhetd. A talamuszban a gatlas altalanos forrasa a retikuldris talamikus
mag (TRN), am egyes magokba, mint az IL komplexbe is, talamuszon kiviili forrasbol is

érkeznek gatlo bemenetek.



A Zeilhofer és munkatarsai altal 2005-ben 1étrehozott GlyT2::eGFP transzgenikus egértorzs
vizsgalata felvetette egy Uj extratalamikus gatlo palya 1étezésének lehetdségét. Ezekben az
allatokban a glicinerg gatld sejtek zdlden fluoreszkalnak megfeleld gerjesztd fény

alkalmazasa esetén, €s egy erds, fluoreszcens jel mutathato ki a talamuszukban.

A talamikus informacio-feldolgozas egy mas aspektusa az egyes magok lehetséges integrativ
miikddése. Ezeken a teriileteken a klasszikus kéreg alatti szenzoros ,,driver” bemenetek
mellett mas hasonlo6 tulajdonsagokkal bird termindlisok is megfigyelhetok. Ezek a kéreg 5.
rétegének piramis sejtjeibdl erednek és a talamokortikalis (TC) sejtek olyan dendritikus
szegmensein végzddnek, melyeken a szenzoros ,,driver” bemenetek is. Ezen kiilonb6zo
eredetii ,,driver” terminalisok eloszlasat munkacsoportunk korabban feltérképezte a teljes
féemlds talamuszban. Ez alapjan kideriilt, hogy bizonyos talamikus régiokban elkiiloniilve,
masokban egylitt fordulnak elé a kérgi és kéreg alatti ,,driverek”, sot olyan teriiletek is
megfigyelhetdek voltak, amelyekben egyaltalan nem volt ilyen termindlis. A kiilonb6zo
eredetli ,,driver” termindlisok kolokalizacidja felveti egy sejten valdé konvergenciajuk
lehetdségét, ¢és ezzel egyiitt az is, hogy egy ilyen sejt kimenetét teljesen eltérd iizenetek

egylitesen hatarozzak meg.

Célkituzeések

A serkent6 és gatlo bemenetek gyakran egy talamusz magon beliili sokszinlisége, valamint
az innervalt kérgi és kéreg alatti teriileteken megfigyelhetd vetitési mintazat heterogenitsa
azt mutatja, hogy a jol ismert relé funkcio mellett, a talamusz jelentds része szerepet jatszhat
az informacid-feldolgoza mindségi alkaitdsaban, és Osszetet kivitelezd funkciokkal is

rendelkezhet.

Munkacsoportunk a Glyt2::eGFP transzgenikus egértdrzsben egy IL magokra specifikus
glicinerg bemenetet fedezett fel, valamint felmeriilt a kiilonb6z6 eredetii ,,driver” bemenetek

egy TC sejten vald konvergenciajanak lehetdsége ragesald szomatoszenzoros talamuszaban.

Doktori munkam soran a talamikus miikodés két eltérd aspektusaval foglalkoztam. Egyrészt

vizsgaltam az IL magokba érkezd glicinerg gatlds mozgasszabalyozasban betoltott szerepét,



masrészt tanulmanyoztam a kiilonbozé eredetli serkentdé ,.driver” bemenetek

konvergenciajat.
Céljaim a kovetkezok voltak:

1. sejt és halozati szinten jellemezni az IL magok glicinerg bemenetét, valamint
karakterizalni a glicinerg sejtek in vivo aktivitasat.

2. leirni a glicinerg palya szelektiv aktivacidjanak hatdsat az IL talamusz sejtjeire és az
allat viselkedésére.

3. meghatarozni a glicinerg sejtek bemeneteit és jellemezni a sejtek miikodésére
gyakorolt hatasukat.

4. bemutatni a TC sjtek lehetsége integrald mitkddését a konvergald ,,driver” bemenetek

s

Modszerek
Kisérleti allatok

GlyT2::eGFP egértiorzs

A kettes tipust glicin transzporter (GlyT2) egy sejtmembranban lokalizalodd fehérje
molekula, melynek feladata az extracellularis térben 1évd glicin sejten beliili felhalmozasa.
Miutén a glicin elérte a megfeleld intracellularis koncentraciot, a vezikularis gatlé aminosav
transzporter (VIAAT) feldusitja azt a szinaptikus vezikulakban, igy téve lehetové, hogy
nerotranszimtterként funkcionaljon. A GlyT2 fehérjét minden glicinerg sejt kifejezi, igy azok
szelektiv markerének tekinthetd. 2005-ben Zeilhofer és munkatarsai létrehoztak egy un.
GlyT2::eGFP transzgenikus egértorzset, melyben a GlyT2 gén promoterének kontrolja alatt
eGFP expresszalodik, igy a glicinerg sejtek zolden fluoreszkalnak. Az ezekben az allatokban
végzett palyajeloléses és juxtacellularis elvezetéses kisérletek lehetové tették a jelolt sejtek

és rostok post hoc azonositasat.



GlyT2::cre egértorzs

Ennek a torzsnek a Iétrehozasa homolog rekombinacioval tortént baktériumokban, igy a cre
szekvencia bekeriilt a BAC-DNS-be (RP23-365E4-es klon). A modositott BAC-DNS-t
C57BL/6 egerek megtermékenyitett petesejtjeinek pronukleuszaba injektaltak. A torzset
C57BL/6 hattérren tartottak fenn. A cre expresszid szelektivitasat cre fehérje elleni
immunreakcioval teszteltik (egér anti-cre 1:10,000. Millipore, Cy3-konjugélt szamar anti-
egér 1:500) keresztezett GlyT2::cre — GlyT2::eGFP egerekben. Ezekben a kisérletekben 198
cre pozitiv sejtbél 196 (99%) eGFP-re is pozitiv volt. Ezeket az allatokat a glicinerg sejtek

cre-loxP redszerben torténd szelektiv jelolésére hasznaltuk funkcionyeréses kisérletekben.
GlyT2::eGFP/Rbp4::.cre egertorzs

Ezekben az allatokban a glicinerg sejtek zolden fluoreszkalnak, a cre rekombinaz pedig a
kérgi 6todik rétegi (LS) piramissejtekben fejezddik ki a retinol kotd fehérje (Rbp4) génjéhez
kapcsoltan. Ez a kettds transzgenikus vonal egyrészt lehtdvé teszi a glicinerg sejtek

azonositasat (1.: korabban), masrészt a L5 piramissejtek cre fiiggd szelektiv transzfekcidjat.
Morfologiai vizsgalatok
Muitét

A jelolanyag és a virusok bejuttatisa ketamin-xilazin altatasban tortént (ketamin, 83-111
mg/kg; xilazin, 3.3-4.3 mg/kg). Az allat fejét sztereotaxias késziilékben rogzitettiik (David
Kopf Instruments, Tujunga, California 91042, Model 900 Small Animal Stereotaxic
Instrument). Sziikség esetén intramuszkularis ketemin-xilazin injekcidval tartottuk fent az

altatast.



A szovetek elokeszitese

A szovet fixalasa: mind az anatémiai, mind pedig az elektrofizioldgiai és viselkedési
kisérletekre hasznalt allatokat azonos koriilmények kozott, azonos modszerekkel

perfundaltuk. A fixalast kovetden az agyat 50-60 mikronos metszetekre vagtuk.

Dehidralas és beagyazas: A metszeteket beagyazas elott ozmium tetroxiddal kezeltiik majd
felszalo alkoholsorral szobahémérsékleten dehidraltuk, utolsdé 1épésben acetonitrilt

alkalmazva. A dehidraléast kovetden a metszeteket Durcupan miigyantaba agyaztuk.

Immunohisztokémia: Az 6sszes reakcot TBS pufferben végeztiik és a reakciok kozott 3x10
perces 0blitést alkalmaztunk. Els6 1épésben elfedtiik a nem specifikus kdtéhelyeket (BSA),
majd primer antitestes oldat keriilt a metszetekre oblités nélkiil. Ezt kovette a fluoreszcens
vagy biotinilalt szekunder antitest. A biotinilalt anitest ledblitése utan a metszeteket avidin
biotin peroxidaz komlexben (ABC) inkubaltuk, majd diamino benzidin (DAB), vagy nikkel
intenzifikalt diamino benzidin (DAB-Ni) segitségével elohivtuk.

Elektronmikroszkopia: Az elektronmikroszkopos vizsgalathoz a fénymikroszkopos
metszetek egy teriiletét atdgyaztuk, majd 60 nanométeres, ultravékony metszeteket
készitettiink beldliik. Az igy elkésziilt metszeteket formvar hartyas, réz vagy nikkel gridekre

szedtik fel.
In vivo fiziologia
Miitet

A kisérletekhez 20 darab felnétt, him C57BI/6J BAC GlyT2::eGFP és GlyT2::cre egeret (20-
30g) hasznaltunk. A miitét, az akut kisérletek és a beiiltetés ketemin-xilazin altatasban tortént.
Az egereket intraperitonedlis injekcioval elaltattuk, majd az altatds fenntartdsdhoz 30-50

percenként intramuszkularis ketamine-xilazin injekciot alkalmaztunk.



In vivo juxtacellularis elvezetés és jelolés, helyi mezopotencial

(LFP) elvezetés

A kérgi helyi mezdépotencial monitorozasahoz bipolaris LFP elektrodokat (FHC, ellenallas
~1 MQ) iiltettiink az egerek frontalis kérgébe (Bregma 1.7 mm; lateralis -0.8 mm). Az
elvezetett jelet erdsitettiik, sziirtiik a 0.16 Hz - 5 kHz és a 100 Hz - 5 kHz savra (Supertech
BioAmp, Supertech, Pécs, Hungary), hogy a gyors sok sejtes aktivitast detektalni tudjuk, és
20 kHz-en mintavételeztiik (micro 1401 mkii, CED, Cambridge, UK). Koncentrikus bipolaris
stimulalé elektrodot helyeztiink az IL talamuszba (Bregma -1.5 mm; lateralis 2 mm; ventralis
-3.2 mm, 20°-kal dontve, electrodok kozotti tavolsag: 0.8mm). A PRF egy sejt aktivitast
boroszilikat cs6bdl huzott (1.5 mm kiilsé atmérd, 0.75 vagy 0.86 belsd atmérd, Sutter
Instrument Co., Novato, CA, USA or WPI Inc. Sarasota, Fl, USA), 0.5 M —os kalium
acetatban oldott, 2% neurobiotinnal (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) toltott
tivegkapillarissal vezettiik el (in vivo impedance of 20-40 MQ). Az elektrodokat piezo
elektromos mozgatoval (Burleigh 6000 ULN or ISS 8200, EXFO, Quebec City, Quebec,
Canada) juttattuk a PRF teriiletére (Bregma -4.4 mm; lateralis -0.8 to -1 mm; ventralis -3.8
to -4.8 mm). A jelet elsé 1épésben DC erdsitdvel erésitettiik (Axoclamp 2B, Axon
Instruments/Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), masodik 1épésben jelkondicionald
berendezéssel tovabb erdsitettiik és sziirtiik 0.16 Hz és 5 kHz kozott (LinearAmp, Supertech).
A neurondlis jelet Spike2 5.0 szoftverrel (CED) rogzitettiik. A juxtacelluléris jeloléshez 2
Hz-es pozitiv aram pulzusokat hasznaltunk. A sejt ezek alatt a pozitiv aramok alatt tiizelt. A
kivaltott tlizelés alatt a sejt felvette a kapillarisbol kijutd neurobiotint, és kijeldlte a szomat
¢és a proximadlis dendriteket. Egyes esetekben a disztalis dendritikus régiok és az axon szintén
jelolédott. A perfuzidt és metszést kovetden a jelolt sejteket Cy3 konjugélt streptavidin
ellenanyaggal jelenitettiik meg. A GlyT2::eGFP pozitivitast konfokalis mikroszkoppal
teszteltiik



Analizis

Az AP klaszterek meghatarozasahoz egy beépitett Spike2 7.0 (CED) script-tet hasznaltunk.
A kétcsucsu AP-ok kozotti intervallum hisztogram (ISI) minimumanal elvalasztottuk a két
csticsot, igy megkaptuk a az egymashoz idében kozeli AP-ok klasztereit. Az AP-ok
fazisainak meghatarozasahoz a kérgi sok sejt aktivitasra fektetett burkolo gorbét 4 Hz-es alul
ateresztd sziirovel transzformaltuk egy nulla eltolasu FIR sziirét hasznalva. Kiszdmoltuk a
Hilbert-transzformaltjat a sziirt és standardizalt jelnek, majd meghataroztuk a fazist a
komplex analitikus jel szogét felhasznalva. A cirkuldris atlag szoget minden sejtre

kiszamoltuk és az atlag korili £25%-os percentilist abrazoltuk.
In-vivo optogenetika és LFP elvezetés

Két héttel a PRF sejtek transzfekcidjat kovetden (AAV2-EFla_DIO-hChR2(H134R)-EYFP
virus, AAV2-EFla DIO-EYFP WPRE Hgh virus a control kisérletekhez) a GlyT2::cre
allatokat ketamine-xilazin keverékével elaltattuk és fejiiket sztereotaxisban rogzitettiik. A
fejbor eltavolitdsa utan a koponyat hidrogén peroxiddal megtisztitottuk, majd betiltettiik az
elvezetd csavar elektrodokat, a referencia elektrdédot, az optikai szalakat a talamuszba
(Thorlabs, FG105UCA, @105 um core, 0,22 NA, Bregma -1.9 to 2.3 mm; lateralis -0.8 mm;
ventralis -2.5 to -2.8 mm) és a rogzitd csavarokat. Az implantatumot réz haloval vettiik koriil
¢s Paladur cementtel rogzitettiik. A miitétet kdvetden az allatok melegitépadon, és az elsd

kisérlet elott legalabb 5 napig a ketreciikben regeneralodtak.

A szabadon mozgo kisérletekben az optikai stimulushoz 473 nm-es DPSS 1ézert (LRS-0473-
PFM-00050-03, Laserglow Technologies, Toronto, Canada) hasznaltunk. Az otikai szal
végén mért lézerintenzitds 318 mW/mm? volt a viselkedéses kisérletek és 1272.73 mW/mm?

az elektrofizioldgiai kisérletek esetében.

Az agyi aktivitds monitorozasahoz a szabadon mozg6 kisérletekben vagy bipolaris LFP
elektrodot, vagy a frontalis kéreg fol¢ beiiltetett csavar elektrodot hasznaltunk. Egy masik
csavar elektrod szolgalt referenciaként és foldként. Ezeket, és az elvezetd elektrodokat is

16+2 csatornas Omnetics konnektorokhoz forrasztottuk (A79014-001, Omnetics Connector



Corporation, 7260 Commerce Circle East, Minneapolis, MN - 55432). Az LFP
elvezetésekhez 30 masodpereces lézer stimuldcids protokolt alkalmaztunk és a jelet 128
csatornas erdsitovel rogzitettiik (Amplipex Ltd., Hungary). A “wavelet”-eket sajat MatLab

“script”-eket hasznalva alitottuk el6. A mozgas analizist parizsi kollaboratoraink végezték

(részletekért 1.: Giber et al., 2015)

Eredmények

| — Uj gatld bemenet a talamuszban

A talamikus retikularis mag (TRN) GABAerg sejtjei altal kdzvetitett jol ismert gald palya
mellett, egyes talamikus magok mas forrasbol is kapnak gatlo bemenetet. Ezek az Un.
extratalamikus gatld bemenetek, csakigy, mint a retikuldris magb6l eredd, tisztan
GABAergek. A GlyT2::eGFP transzgenikus allatok IL talamuszaban azonban, felfedeztiink

egy strt rosthalozatbul all6 glicinerg bemenetet.

A pélya eredetének felderitésére retrograd palyajel6l6 anyagot injektaltunk a glicinerg rostok
altal innervalt magokba, ¢és visszajelolt sejteket talaltunk az azonos oldali hidi hal6zatos
allomany (PRF) nucleus pontis oralis és caudalis részében. 55.3%-a a talamuszba vetitd

sejteknek glicinerg volt (n = 765 sejt 6 allatbol).

A glicinerg rostok a talamikus sejtek proximalis dendritikus régidin és sejttestjein végzodtek,
¢s az elektronmikroszkdpos vizsgalatokbol €s a beagyazas utani GABA reakcidbol kidertilt,
hogy a terminalisok nagy méretiiek, glicin mellett GABA-t is iiritenek és tobb szinaptikus
aktiv zonan keresztiil 1étesitenek kapcsolatot a talamikus sejttel. A felfedezés fontossagat
annak evoluciosan megdrzott jellege is alatdmasztja, ugyanis a palya hasonlo rosteloszlassal

¢és morfologiai tulajdonsagokkal humanban is megfigyelhetd volt.

Hogy megfigyeljiik a glicinerg sejtek in vivo aktivitasat juxtacellularis elvezetést
alkalmaztunk altatott allatokban. 11 elvezetett és post hoc azonositott glicinerg sejtbdl 8
ritmikus akciospotecial (AP) klaszterekben tiizelt, mig 3 sejt esetében alacsony alap aktivitast

figyeltiink meg. Az atlagos tlizelési frekvencia csak Gigy, mint a klaszteren beliili tiizelés (egy



sejt esetében és sejtek kozott is) nagy variabilitast mutatott és 2-23 Hz, valamint 12-100 Hz
kozott valtozott (atlag = 41.34 + 11.59, median = 29Hz). Az AP klaszterk minden sejt
esetében a kérgi oszcillacio adott fazisdhoz voltak kapcsosltak, és egyiitt lefedték a teljes “Up

state”-“Down state” ciklust.

A glicinerg bemenet erételjesen gatolta a juxtacellularis elvezetéssel megfigyelt IL sejteket
uretan altatas alatt. Ez a gatlo hatés ritmikus tlizelést indukalt, amely a kéregbe tovabbitodva
ritmikus oszcillaciot valtott ki a talamokortikalis halozatban, egyre nagyobb teriileteket
bevonva a szinkron miikddésbe. A hatds azonalli volt és csak a stimulus idejéig tartott.

Hosszantartd valtozast nem figyeltiink meg a kérgi aktivitasban.

Szabadon mozgo allatokon végzett kisérletekben a glicinerg bemenet szelektiv aktivalasaval
erbteljes viselkedésbeli hatast tudtunk kivaltani, melynek sordn a minden folyamatban 1évé
cselekvés megszakadt. A stimulalo 1ézer intenzitasanak fokozatos csokkentésével a hatas is
fokozatosan csokkenést mutatott. A viselkedésbeli valtozadsokkal parhuzamosan a kérgi
miikodés megvaltozasa is észlelhetd volt. Mind a viselkedésbeli, mind pedig a kérgi hatas
tranziens volt, és csak a stimulus ideje alatt volt megfigyelhetd. A fenti eredmények az IL
talamusz egy sejt elvezetéseivel 0sszhangban arra engednek kovetkeztetni, hogy a gatlé hatas

a motoros mitkddést befolyasolja és az IL magok kozvetitik a kéregba.

Hogy a PRF bemeneteinek forrasat azonosisuk, retrograd palyajelolé anyagot (fluorogold,
FG) injektaltunk a glicinerg sejtek koré n = 4 allatban. Nagy rostrocaudalis kiterjedéssel
visszajelolt sejteket talaltunk a frontdlis motoros kérgi teriiletek (nasodlagos motoros kéreg,
cingularis kéreg) 5. rétegében. A vetitési mintdzat feltérképezése céljabol cre dependens
virust innyektaltunk a kordbban retrograd modon kijeldlt régiokba. Ezekhez a kisérletekhez
RBP4::cre/GlyT2::eGFP kettds transzgenikus egértorzset hasznaltunk (l.: Anyagok és
Moddszerek). Szamos kdzépagyi és agytorzsi régio (koztiik a PRF) erdteljes kérgi beidegzését
figyeltiik meg. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a frontalis motoros kérgi vetités az

agytorzsben nem szelektiv sem magra, sem sejttipusra.

Az altatdas mélysége hosszu elvezetések soran nem allandd és stabil, melyet a kérgi

oszcillacioban bekdvtkezd véltozasok jeleznek. Az altatds felszinesebbé valasaval a kérgi



lassu hullamu oszcillaciot spontan bekdvetkezd deszinkron periddusok szakitjadk meg. A PRF
glicinerg sejtejinek juxtacellularis elvezetése mellett a kérgi oszcillacid valtozasait is
monitoroztuk. Ahogy azt korabban emlitettem, a glicinerg sejtek a lassu oszcillacio alatt
ritmikus, fazismodulalt AP klaszterekben tiizeltek, de amint a lassu oszcillaciot felvaltotta
egy spontan deszinkron szakasz, a PRF sejt tiizelése rogton kovette ezt a valtozast és tonusos

aktivitasra valtott. A kérgi aktivitas helyreallasaval a ritmikus klaszterek is visszatértek.

A kérgi aktivitas-valtozas kisérletes tton torténd eldidézéséhez 2 molos kalium klorid oldatot
cseppentettiink a kéreg felszinére, un.: “cortical spreading depression”-t (CSD) okozva ezzel
a frontalis kérgi régiokban. A CSD alatt a PRF sejtek ritmikus aktivitasa szétesett, tiizelési
frekvencidjuk csokkent. A KCl kimosasaval a kérgi aktivitas helyredllt, melyet a PRF sejt

tiizelésének részleges helyreallasa kovetett.

Hasonlo kisérleti elrendezésben tezsteltiik a kéreg-PRF palya hatékonysagat, a PRF sejt kérgi
stimulusra adott valaszanak megfigyelésével. Eldszor elektromosan aktivaltuk a kérget
bipolaris stimulalo elektroddal 1-2pA-es stimulust alkalmazva. A glicinerg sejtek (n = 4)
rovid (10 ms) latenciaval valaszoltak a kérgi aktivaciora 1 Hz-es stimulust esetén. A stimulus
frekvenciajanak novelésével a valasz megbizhatosaga csokkent. Az RBP4::cre\GlyT2::eGFP
torzset haszndlva a kérgi L5 piramis sejtekben szelektiven expresszaltattuk a ChR2
molekulat, igy lehetdségiink volt fénnyel aktivalni azokat. 5 ms-0s, ~1300 mW/mm?
intenzitast pulzusokat alkalmaztunk, az optikai szélat az agy felszinére helyezve. Az
elvezetett glicinerg sejtek, csakugy mint az elektromos stimulus esetén rovid latenciaval, és

a stimulus frekvencia novelésével forditott aranyos megbizhatdsaggal kovették a kérgi LS5

piramis sejtek aktivaciojat.

Il — Integracio a talamuszban — “driver ” bemenetek konvergenciaja

egy sejten

A talamusz serkentd driver bemenetei lehetnek mind kéreg alatti (klasszikus elsérendii
magok), mind pedig kérgi L5 eredetiieck (magasabbrendli magok). Egymashoz viszonyitott

eloszlasukat csoportunk korabban feltérképezte a teljes féemlés talamuszban és felvetette
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egy sejten vald konvergencidjuk lehetdségét. A konvergencia funkcionalis vizsgalatdhoz
ragceslo els6- és magasabbrendii szomatoszenzoros talamuszanak magjait (ventral posterior
nucleus of the thalamus, VPM; posterior thalamic nucleus, POm) hasznaltuk

modelrendszerként.

A kéreg alatti “driver’-eket kettes tipusu vezikularis glutamat transzporter (vGlut2) elleni
immunreakcioban jeloltiik (a vGlut2 fehérje szelektiven expresszalodik a szubkortikalis
talamuszba vetitd serkentd sejtekben). A kérgi L5 terminalisokat anterograd palyjel6lés utjan
jelenitettilk meg. Phaseolus vulgaris lucoagglutinint (PHAL, n =5 egér, n = 6 patkany) vagy
biotinilalt dextran amint (BDA, n = 4 patkany) injektaltunk precizen az elsérendi
szomatoszenzoros kéreg (S1) 6tddik rétegébe. Fontos megjegyezni, hogy ezzel a mdodszerrel
nem tudjuk megjeldlni az Gsszes talamuszba vetitd LS5 sejtet, igy a teljes LS5 termindlis

populacidnak is csak bizonyos hanyadat tudtuk vizsgalni.

A vGlut2 pozitiv kéreg alatti “driver” terminalisok inhomogén eloszlast mutattak a POm-ben
mind patkanyban, mind egérben. Ennek alapjan elkiilonitettiink vGlut2 terminalisban gazdag
és szegény régiokat és vizsgaltuk, hogy a L5 bemenet hogyan oszlik meg ezekhez
viszonyitva. Mind a vGlut2 terminalisban gazdag, mind az abban szegény teriileteken
megfigyeltink LS axonvagzddéseket. A konvergens zonakon beliil a két tipusa “driver”
egymas kozvetlen kozelében volt taldlhatd és az elektronmikroszkopos mérések szerint a
random mintahoz képest mindkettd vastag proximalis dendritekkel képzett szinaptikus

kapcsolatot (Mann-Whitney U test, p<2.2e-16 mindkét esetben).

A korrelalt fény és elektronmikroszkopos felvételek igazoltak, hogy a két tipusi bemenet
valoban egy sejten konvergal. Az anatomiai bizonyiték mellett elektrofizioldgiailag is
igazolhatd volt a konvergencia: bajuszstimulalassal egyidejiileg optikailag aktivalt L5

piramis sejtek hatdsa szupralinedrisan 0sszegz0dott a talamikus sejteken.
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Kovetkeztetések

| - Uj gatld bemenet a talamuszban

Kisérleteinkben ragcsaloban jellemeztiink egy fromatio reticularis-bol eredd, IL talamuszt
innervalo, glicinerg-GABAerg palyat, melyet hasonlé morfologiai tulajdonsagokkal
huménban is megtalaltunk. A glicinerg-GABAerg rostok nagy méretii terminalisokban
végzddtek és hatékony gatld szinaptikus kapcsolatot 1étesitettek a talamusz sejtek vastag
proximalis dendritjein, tobb aktiv zonan keresztiil. A glicinerg-GABAerg sejtek ritmikus AP
klaszterekben tiizeltek, melyek kapcsoltak voltak a kérgi oszcillacio kiilonbozo fazisaihoz. A
kérgi aktivitas mind spontan, mind pedig farmakologiailag indukalt deszinkronizacidja
szétesd AP klasztereket, és csokkent tlizelési frekvencidt eredményezett, mig a kortikalis
stimulacidra rovid latencidval valaszoltak a sejtek. A palya szelektiv aktivacioja szabadon
mozgo allatokban a folyamatban 1év0 aktivitas felfliggesztéséhez, kisebb intenzitasu stimulus

esetén pedig kontralateralis irdnyt forgé mozgashoz vezetett.

A talamuszban két f0 forrasat ismerjiilk a gatlasnak, melyek alapvetden -eltérd
tulajdonsagokkal rendelkeznek. A retikularis talamikus mag (TRN) GABAerg sejtjei
rosztralis oldalrol, héjszerlien veszik koriil a talamuszt és homogénen innervaljak annak
Osszes magjat. A rostok kis terminalisokban végzddnek és egy-két aktiv zonan keresztiil
létesitenek szinaptikus kapcsolatot a TC sejtekkel, dendritikus régiora valo szelektivitas

nélkiil.

Ezzel szemben az extratalamikus gatlas tobb talamuszon kiviil esd sejtcsoportbol érkezhet
(zona incerta, Zi; anterior pretectum, APT; substantia nigra pars reticulata, SNr). Ezek a
sejtcsoportok specifikusan vetitenek bizonyos talamikus teriiletekre, €s nagymeéretii, tobb
aktiv zonéaval rendelkezd termindlisokban végzddnek a TC sejtek vastag proximalis
dendritjein. Ahogy azt korabbi tanulmanyokban leirtdk, az IL komplex szamos
extratalamikus gatld palya egyik célteriilete. A PRF-talamikus pélya felfedezésével egy uj
extratalamikus gatld6 magcsoportot irtunk le, amely a korabban felfedezettekéhez hasonlo

morfologiai és fiziologiai tulajdonsagokkal rendelkezik.
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A talamikus ¢és extratalamikus gatlas eltér6 modon formalja a talamokortikalis
kommunikaciot és a viselkedést, a palyak morfologiai ¢és fiziologiai tulajdonsagainak
koszonhetden. A TRN nagy talamokortikalis halozatokon fejti ki hatdsat, azonban
topografikus, pontszerii kapcsolata a talamusz sejtcsoportjaival lehetévé teszi, hogy
lokalisan, térben fokuszaltan is miikodjon. A TRN hatasa idében elnyujtott hiperpolarizacio,
amely alacsony kiiszobii, visszacsapd Ca?* medidlt kisiilés sorozatokat (burst) eredményez.
Ezek a kisiilés sorozatok ujabb TRN sejteket aktivalnak, igy a ciklus lancreakciova valva,

egyre nagyobb haldzatokat bevonva folytatodik.

Ezzel szemben az extratalamikus rendszerek térben specializalt, idében preciz gatlast
valositanak meg a posztszinaptikus talamusz sejteken. Nem csupén kivalasztott magokba
vetitenek, de denritikus régid-szelektivitast is mutatnak. Iddbeli preczitasukat az altaluk
formalt szinaptikus kapcsolat tulajdonsagainak, €s a sejtek magas tiizelési frekvencidjanak is

koszonhetik.

A tér- ¢és idébeli specializaltsag tetten érheté a zona incerta szenzoros informaciot
elérecsatold modon kapuzd hatdsdban. A POm magot célzd, trigeminalis magbdl eredd
rostok kollateralisaikon keresztiil aktivaljak a Zi GABAerg sejtjeit, melyek gyorsan és
hatékonyan hiperpolarizaljadk a a POm sejteket, igy gatolva meg a szubkortikalis serkentés
érvényre jutasat. Ez a nagy iddbeli precizitast szenzoros blokk kizarolag a POm-ben fordul

elo.

A disszertacioban bemutatott PRF-IL palya szintén nagy idébeli precizitast mutat. Ahogy az
kisérleteinkbdl kideriilt, a glicinerg rostok in vitro nagy frekvencias aktivalasa, nem
depresszalo IPSC-ket eredményezett a posztszinaptikus talamikus sejten. Tekintve, hogy a
PRF sejtek AP klaszteren beliili tiizelési frekvencidja magas volt az elvezetéseink soran, a

szinapszis nem depresszalo jellege in vivo koriilmények kozott is relevans.
Il - Integracid a talamuszban

Kisérleteinkben feltérképeztiik az anterograd modon jeldlt, S1 kéregbdl eredd, és az

immunjeldlt trigemindlis terminédlisokat ragcsalo szomatoszenzoros talamuszaban. A két
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tipusu terminalis kolokalizacigjat figyeltik meg a magasabb rendii szomatoszenzoros
magban (POm). Mindkét tipus ,,driver” jellegeket hordozott: tobb aktiv zénan keresztiil
l1étesitettek szinaptikus kapcsolatot vastag proximalis dendritekkel. Korrelalt fény- és
elektronmikroszkopos vizsgalatokban kimutattuk, hogy a két kiilonboz6 eredetii ,,driver” egy

sejten konvergal. Ezeket az eredményeket elktrofiziologiai kisérletek is alatdmasztottak.

Eredményeink felvetik a talamikus informacié feldolgozas egy j moédjat, melyben két
alapvetden kiilonb6z6 informacioé hatarozza meg a TC sejt aktivitasat. A POm sejtek csak
azokban az esetekben voltak képesek tiizelni és informaciot kozvetiteni a kéregbe, ha

kéregbdl eredo6 ,,driver” szignal a szenzorossal egyidejlileg érkezett a sejtre.
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