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1. ROVIDITESEK LISTAJA

AAV adeno-asszocialt virus

AAV-GFP GFP-t expresszalo adeno-asszocialt virus
AAV-Cre Cre rekombindzt expresszal6 adeno-asszociéltvirus
APT anterior pretectum

AV anteroventral nucleus

BDA biotinilalt dextran amin

BNPI brain-specific Na"-dependent inorganic phosphate transporter I
bsc brachium a superior colliculushoz

Cav3.2 T-tipusd Caj csatorna 3.2

CB calbindin

CL centrolateral nucleus, intralaminaris magok
CM-Pf centromedian nucleus, parafascicular nucleus
d dendrit

DAB 3,3’-diaminobenzidin

DABNI1 nikkel-intenzifikalt 3,3’ -diaminobenzidin
D,L-APV (2R)-amino-5-foszfopentdnsav

DNPI ,,differentiation-associated” BMPI

DNQX 6,7-dinitroquinoxalin-2,3-dion

dLGN dorsal lateral geniculate nucleus

EEG electroencephalogram

EPSC excitatory postsynaptic current

EPSP excitatory postsynaptic potential

f fasciculus retroflexus

F1,F2 ,flatten vesicles” termindlis tipus

GABA y-amino vajsav

HCN hiperpolarizicié aktivalta nem-szelektiv kation csatorna
Hb habenula

IPSC inhibitory postsynaptic current

LD laterodorsal nucleus

LFP local field potential

LGN lateral geniculate nucleus

M1 elsédleges motoros kéreg

MD, MD(mc) mediodorsal nucleus, magnocellularis régié
MGN medial geniculate nucleus

mt mammillotalamikus koteg

NREM non-rapid eye movement alvas

nRT nucleus reticularis thalami

PnO nucleus pontis oralis

Po posterior nucleus

Pul, APul, IPul, LPul, Mpul anterior, inferior, lateral, medial pulvinar
REM rapid eye movement alvds

RL ,rounded vesicles large size” terminalis tipus
RS ,rounded vesicles small size” termindlis tipus
S1 primer szenzoros kéreg
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STORM stochastic optical reconstruction microscopy

VAM (nigr) medidlis ventral anterior nucleus nigrorecipiens teriilet
VAL (pal) lateralis ventral anterior nucleus, pallidorecipiens teriilet
VL (cb) ventrolateral nucleus, cerebellorecipiens teriilet

VB ventrobasal nucleus

vGAT vezikularis GABA transzporter

vGLUT1 vezikularis glutamat transzporter 1

vGLUT2 vezikuldris glutamat transzporter 2

VPI ventral posteroinferior nucleus

VPL ventral posterolateral nucleus

VPM ventral posteromedial nucleus

Z1 zona incerta
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What we observe is not nature itself,
but nature exposed to our method of questioning.

— Werner Heisenberg, 1958

2. BEVEZETES

A talamokortikdlis informdciédramlds esszencidlis szereppel bir a kortikdlis funkcidk
meg6rzésében: éppen ezért a talamusz miikodésének tanulmidnyozasa elengedhetetlen az
agykérgi mechanizmusok megértéséhez. PhD munkam sordn a talamusz alapvetd szer-
vezddési elvét, illetve miikodési mechanizmusat vettem goéresé ald két modell dllaton: a
»driver teéria” alapjaul szolgalé serkent6 éridsterminalisok eloszlasat a makakok talamu-
széban térképeztem fel, mig a szinaptikus gétlds szerepét a talamokortikdlis ritmusokban

egy transzgén egértorzson vizsgaltam.

2.1. A talamusz szervezodése

A talamusz a legfébb relédllomés az agyban, kapuként funkciondl a kiilvildg és az agy
belsé kornyezete kozott. Szinte minden informdcid, amit a kiilvilagrél tudunk, a tala-
muszon keresztiil jut a tudatunkra. Pontosabban, egyediil a szagldsi modalitds nem jut
el kozvetleniil a talamuszba, minden maés kiilvilagi inger el6szor itt kapcsol at. A tala-
musz viszonylag kis méretd struktira az agy kozepén. Teriilete szdmos sejtcsoportra vagy
»magra” feloszthato, attdl fiiggden, hogy milyen eredeti jel tovabbitasat végzik a relé-
sejtjei (vizudlis, auditoros, szomatoszenzoros, kisagyi, stb.) a megfeleld kérgi régiok felé.
A talamusz miik6dése szorosan Osszefiigg a kéreg legnagyobb hanydat kitevé neokor-
tex miikodésével. A talamuszon beliil a szenzoros modalitasért felelés palydk rendezetten
haladnak a célteriiletiik felé. Példaul a ragcsaléd talamusz ventral posteromedial magjaba
(VPM) érkez6 primer afferensek minden egyes bajuszrol kiilon-kiilon informaciét hor-
doznak, ezaltal a bajszok dltal letapogatott kornyezet leképzddik a talamikus barreloidok
szintjén (1. dbra).

A latétalamuszban is szabdlyosan rendezddnek a retinélis ganglionsejtekkel kapcso-
latban 4ll6 relésejtek. Ebben az esetben a retina feldl érkezd primer afferensek a talamusz
dorsal lateral geniculate magjaba (dLGN) érkeznek, ahol vizudlis kornyezetrdl alkotnak

térképet. Minden egyes VPM és dLGN relésejt axonjdval az agykéreg primer szenzoros

6
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1. dbra. A trigeminalis ganglion opthalmikus-, maxillaris- és mandibularis dgai szallitjak
az arc szomatoszenzoros ingereit az agytorzsi trigemindlis mag felé. A vetiilés topog-
rafikus, igy pontosan meg6rz&dik az ingerek lokalizacidja. A bajusz-specifikus mintazat
felfedezhetd mind az agytorzsben (barrelettes), mind a talamuszban (barreloids), mind az
agykéregben (barrels). A trigeminotalamikus axonok az ellenoldali ventral posteromedial
(VPM) magba vetitenek, ahonnan a szomatoszenzoros informéacié az primer szomatosz-
enzoros barrel kéregbe (S1) jut (Erzurumlu és mtsai., 2010)
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teriileteire vetit, tovabbitva a bajuszszorok és a retina allapotardl hordozott informéaciot.

Habar a relésejtek specifikus szenzoros informaciék pontos tovabbitasaért felels-
sek, valamilyen szinten minden relésejtre jellemzd a jelfeldolgozas. Erre a legkézen-
fekv6bb bizonyiték az, hogy a sejtekre érkezd primer szenzoros bemenetek minddssze
5—10%-at szolgéltatjak a relésejteken taldlhat szinapszisoknak. A szinapszisok fennma-
rad6 90 —95%-a mds teriiletekrdl, az agykéregbdl, az agytorzsbol, helyi interneuronokbdl,
illetve a nucleus reticularis thalami-b6l (nRT) érkezik (Sherman, 2001a). A szinapszisok
ereje és elhelyezkedése azonban a talamuszban olyan, hogy a sejtek receptiv mezejének
tulajdonsédgait mégis a kevés primer szenzoros afferens hatdrozza meg, mintsem a tobbi
bemenet. A talamuszba érkezd bemenetek jelentds hanyada olyan agyteriiletrdl érkezik,
ami az ébresztésért, figyelemért felel6s. Ezért minden valdsziniiség szerint a talamusz
a raérkez6 primer szenzoros informacidkat a figyelmi jelek fiiggvényében, az €l61ény
aktualis viselkedési allapotanak megfeleléen moduldlva tovabbitja az agykéreg felé. Ez
alapjan kijelenthetjiik, hogy a talamuszon atfolyd jelaradat sziirésének a képessége el-
engedhetetlen a talamusz miikddése szempontjabdl, és a szlirési paraméterek plasztikus
véltoztathatésdga fizioldgids jelentdséggel bir (Castro-Alamancos , Calcagnotto, 2001).

Stratégiailag fontos szerepet toltenek be az nRT sejtjei a dorzalis talamusz miikodé-
sében, ugyanis mind a rajtuk keresztiil haladé kortikotalamikus, mind a talamokortikalis
idegsejtek axonkollaterdlisai révén serkent6 beidegzésben részesiilnek. Ezzel szemben,
— és a dorzdlis talamusztdl elér6en — az nRT nem vetit a kéregbe, csupdn a talamikus
relésejteknek nyujt gatlé bemenetet.

Funkcid6jét tekintve a dorzélis talamusz! primer szenzoros, motoros és asszociativ
teriiletekre oszthatd. Az, hogy ezek a magok milyen aranyban képviseltetik magukat a
talamuszban, az nagyban fiigg az allatfaj altal hasznalt szenzoros informéacioktdl, illetve
az allatfaj fejlettségétdl.

A talamuszban nem teljesen egyértelmiiek a kiilonboz6 modalitasért felels részek
hatdrai. A felosztast bonyolitja, hogy egyes magasabb rendi funkciéval rendelkez6 (tin.
asszociacids) sejtek a primer relésejtek kozott hizédnak meg. Ezt a tagoltsdgot figye-
lembe véve alkotta meg Edward Jones a ,,matrix és core” elméletét (Jones, 1998). Mun-

kajahoz a calbindin immunfestést vette alapul, kijelentve, hogy az er6sen calbindin po-

ltovabbiakban talamuszként utalok a dorzdlis talamuszra, mig a ventrdlis talamuszb6l ered6 nRT-ra nRT-
ként



DOI:10.14753/SE.2014.1950

zitiv sejtek magasabbrendi funkciéval rendelkeznek, €s mintegy magként beagyazddnak
a primer (parvalbumin-pozitiv) relésejtek matrixaba. Megfigyelte, hogy a parvalbumin-
tartalmu és a calbindin-tartalmu sejtek axon-arborizécidjdban is jelentds kiilonbségek
vannak, mig az elébbire inkdbb a gbcos kortikalis vetiilés jellemzd, az utobbi tipusu sejtek
axonjai a kortex nagyobb teriiletét hdl6zzdk be (Jones, 1998). Elmélete szerint az asszoci-
aciés magokban, mint amilyen az intralamindris magcsoport, a calbindin-pozitiv relésej-
tek szama magas, mig a szenzoros informaciok hii tovabbitasaért felel6s magokban, mint

az LGN, alacsony.

2.2. A driver teoria

Sherman és Guillery nevéhez kothet6 a driver tedria megalkotdsa, melyet elsdsorban a
talamusz miikodését megfigyelve dolgoztak ki (Sherman , Guillery, 1998, 2006). EImé-
letiik szerint az idegsejtek aktivitdsat nem lehet egyértelmiien kiszdmolni a szinapszisa-
iknak szdma alapjan. A driver tedria megkiilonboztet a sejt tiizelését iranyito, illetve azt
csak modositani tud6 ingereket. A bemenet természete kulcsfontossagu a posztszinapti-
kus sejt receptiv mezejének kialakitdsdban. A posztszinaptikus relésejt a preszinaptikus
sejttel megegyez6 receptiv mezdvel rendelkezik akkor, ha a preszinaptikus sejt afferensei
~iranyitjak” a relésejtet, azaz driverek. Minden més afferenst, mely nem képes a posztszi-
naptikus sejt tiizelését egyértelmiien meghatarozni, modulatoros bemenetnek tekintjiik.
A talamusz jellemz6 tulajdonsaga, hogy a relésejtek a bemend driver ingert szolgal-
taté idegsejtekkel id6ben pontosan 6sszehangolva, fix latenciaval tiizelnek. Két sejt akcios
potencialjainak id&beni kapcsoltsagat grafikusan keresztkorrelacidval lehet bemutatni. A
retindlis driver bemenetek és az LGN sejtek tiizelésébdl kirajzolddé keresztkorrelaciora
alacsony alap aktivitds, néhdny ms latencia és keskeny éles cstcs jellemz6 (2. dbra A).
Mindezt megmagyardzza, hogy a driverek altal kivéltott EPSP-k rovidek, igy csak gyor-
sabb preszinaptikus aktivitds esetén mosddnak Ossze, illetve hogy az EPSP-k latencia-
janak kicsi a variancidja. Ezzel szemben a modulatoros bemenetekre sokkal szélesebb
EPSP-k jellemz6ek, mely esetben az id6beni 0sszegzddés mar lassabb tiizelés esetén is
szamottevd (2. dbra B). Ez alapjdn a keresztkorreldcid nyujtja az egyik legjobb kritéri-
umot a driverek és moduldtorok megkiilonboztetésére, melyet alkalmazni lehet(ne) re-

ceptiv mez6vel nem rendelkezd talamikus régidkban is. Azonban technikailag igen nagy
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2. abra. Keresztkorrelaciok a driverek €s modulatorok kozotti kiillonbségek szemlélteté-
sére. Macskabol végzett elvezetések. A keresztkorreldcidk a posztszinaptikus sejt tiize-
1ését szemléltetik a preszinaptikus sejt tiizeléséhez képest. A) Retino-genikuldris kereszt-
korrelaci6 spontdn tiizelés esetén. A keresztkorreldciora kis latencidju éles cstcs jellemzd.
B) Hatodik rétegi piramissejt és LGN sejt keresztkorreldci6ja spontdn tiizelés sordn. A
szaggatott vonalak kozott egy elhiz6do, gradudlis alacsony csucs vehetd ki. Skdla: id6/ms
(Sherman , Guillery, 2006)

kihivast jelent ilyen sejtpdrokat taldlni, éppen ezért az irodalom sem bdvelkedik a primer
szenzoros teriileteken kiviil végzett kisérletekben.

Nem minden relésejt rendelkezik azonban j6l koriilirhaté receptiv mezdvel, azaz sza-
mos esetben nem egyértelmii, hogy a relésejt milyen periférias receptorokkal all kapcso-
latban. Ahol ez nem ismert, ott érdemes mas kritériumokat taldlni a driver bemenetek
elkiilonitésére. Az aldbbiakban Osszefoglalom, milyen tovdbbi anatémiai és fizioldgiai
kritériumokat 4llitott fel Sherman és Guillery, ami alapjan el lehet kiiloniteni a driver

bemeneteket a modulatoros bemenetektdl, elsGsorban a talamuszban.

2.3. A driver és modulatoros bemenetek osszehasonlitasa a talamusz-
ban

2 2z

Anatémiailag a driver bemenetek nagy axondtmérdvel, siiri axonarborizaciéval és nagy
atmérdjli célelemmel rendelkeznek. A talamuszba torténd biztos informacidatvitelhez
ugyanis az afferens rostokon dridsterminalisok alakultak ki, melyek tobb szinapszist tar-
talmazva elsGsorban a proximalis dendritszakaszokon, a dendritek szSlofiirtszert kitii-

remkedésein, illetve ritkdbban, a sz6mén szinaptizdlnak. Elektronmikroszképos sajatsa-

10
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gaik alapjan ezt a termindlis tipust RL néven nevezziik (R round, illetve L large). Tovabbi
anatomiai kritérium, hogy a driverek nem kiildenek kollaterélisokat az nRT-ba.

A driverekkel ellentétben a moduldtoros bemenetek kicsik, egy szinapszist tartal-
maznak, kis axondtmérdvel és inkabb kis atmérdjd, disztilis célelemmel rendelkeznek
(Sherman , Guillery, 1998). Moduladtoros bemenetek a talamuszban a reciprok innervaci-
6nak megfelel6 hatodik rétegi piramissejtekbdl érkezd kortikotalamikus palyak, melyek
topografikusan futnak, az agytorzs fel6l érkezd szerotonerg, kolinerg, noradrenerg, dopa-
minerg rostok, illetve Sherman és Guillery modulatoros végzddések kozé sorolja az nRT
gatld végzddéseit is (Westlund és mtsai., 1991; Garcia-Cabezas és mtsai., 2009; Sherman,
Guillery, 1998, 2006). A modulatoros serkentd termindlis tipus képviseli az RS kategdriat
(R, round, azaz kerek vezikuldk, S, small kis méretii idegvégz6dés).

A modulatoros bemenetek jellemzéen egymassal nagy atfedésekben idegzik be a cél-
sejtjeiket. A modulalé ingerek szdmos kiilonbozé forrasbdl szarmaznak, melyek egyiitte-
sen hatva alakitjdk ki finoman hangolhat6 hatdsukat. Ezzel szemben a driver bemenetek
sokkal inkdbb parhuzamos palydkon haladnak, célsejtjeiket siirlin, kompakt médon be-
idegezve (Dhande és mtsai., 2011), egymdssal nem konvergdlva (Sincich és mtsai., 2007).
Ezt j6l illusztralja a latépalydban az a tény, hogy hozzavet6legesen megegyezd szamu re-
tindlis ganglion sejt van (1,5 - 1,8 millid), mint ahdny LGN sejt (1,4 - 1,8 millié) (Spear
és mtsai., 1996; Blasco és mtsai., 1999).

Habar az anatémiai tulajdonsdgok alapjan jol azonosithatéak a driver bemenetek,
tovéabbi fizioldgiai tulajdonsdgokat is érdemes figyelembe venni a kategorizdldsukhoz.
Négy 6 fizioldgiai kritérium alapjin lehet a drivereket jellemezni. El6szor is, a (szen-
zoros) talamuszban csak glutaméaterg bemenet lehet driver, mivel feln6tt idegrendszerben
kozvetleniil csak a serkentd neurotranszmitterek alkalmasak akciés potencial kivaltasara
a posztszinaptikus sejtb6l. Masodszor, a transzmittereknek elsGsorban ionotrép recepto-
rokon keresztiil kell hatniuk, hogy a membranpotencidl-véltozdsok elegendden precizek
és gyorsak legyenek. Ezzel szemben, a modulédtoros bemenetekre jellemzd metabotrép
receptorokon keresztiil hat6 konduktancidk néhdny szdzadmasodpercig is eltartanak, ami
nem Osszeegyeztethetd az id6ben nagyon pontos informacié-kozvetitéssel, ellenben a szi-
naptikus plaszticitdshoz hozzdjarulnak (Liischer , Huber, 2010). A talamuszban mind a

driver, mind a modulédtoros bemenetek posztszinaptikus denzitdsa tartalmaz ionotrép és

11
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metabotrép receptorokat is, de a modulatoros bemenetek altal képzett szinapszisokban az
NMDA receptorok szdma dupldja, mint a driver terminélisok szinapszisaiban (Tarusawa
és mtsai., 2009). A driver termindlisok esetén az ardnyaiban tobb ionotrép receptor jelen-
1éte kedvez a nagy frekvencidval érkez6 tiizelés egy-egy ardnyu kozvetitésének, ugyanis
a bemenetek id6beni 6sszegzddése csak magasabb frekvencidknal torténik meg a csator-
nak gyors kinetikdja miatt (Sherman , Guillery, 2006), habar a driverek AMPA receptorai
hamar deszenzitalédnak a magas koncentraci6ju transzmitter jelenlétében (Budisantoso
és mtsai., 2012). Harmadszor, a driverek kozvetitette szinaptikus ingereknek elegendéen
nagynak kell lenniiik ahhoz, hogy a posztszinaptikus sejtbdl megbizhaté méodon tiizelést
véltsanak ki. A talamuszban a driverek anatémiai sajatsagai lehet6vé teszik, hogy a driver
termindlisok aktivitdsa révén keletkezd posztszinaptikus potencidlok sokkal nagyobbak
legyenek, mint a modulatoros bemenetek altal keltett potencidlok (Budisantoso €s mtsai.,
2012). Ezen feliil a driverekre jellemz6 a multi-vezikularis iiriilés, sot, a transzmitter dif-
fuzidjat a termindlist korbevevd glia burok is hatraltatja (Budisantoso és mtsai., 2012).
Negyedszer, a driver bemenetekre jellemzd, hogy depresszélnak, azaz sorozatos inger-
Iés sordn a masodik és az azt kovetd posztszinaptikus dramok az elsé dram toredékei.
Mindez jdl levezethetd a driverek fentebb felsorolt anatémiai és fizioldgiai tulajdonsaga-
ibol (Turner , Salt, 1998), ugyanis a depresszalé inger arra utal, hogy mar elsd szinapti-
kus esemény sordn nagy a vezikulaiiriilés valészintisége. Es valdban, a litétalamuszban
a driver termindlisoknak nagy a vezikuldk ,,iiriilési valdszintisége” (release probability,
Pr), mely a patkdnyok retindlis bemenetei esetén 0,7 koriili érték (Budisantoso és mtsai.,
2012), mig a modulétoros bemenetek esetén ez sokkal kisebb érték (Turner , Salt, 1998).

Tehat végsd soron pont a driverek struktirdja nem kedvez a nagy frekvencidval ér-
kezd bejovd ingerek megbizhaté tovabbitasanak, mint ahogy arra Budisantoso és mun-
katdrsai felhivjdk a figyelmet (Budisantoso €s mtsai., 2012). Ennek ellenére az ingerek
hii tovabbitdsa megtorténik in vivo (Sincich és mtsai., 2007), ami feltehetSleg a jelatvitel
finom hangoldsdnak koszonhetd.

Amennyiben a miikodést meghatirozé driver bemenetnek a perifériardl vagy kéreg
alatti struktirdkbdl érkezik, a talamikus régidt elsérendiinek tekintjiik. A talamusz fenn-
marado részeiben a relésejtek irdnyitasat kérgi eredetli bemenetek vették at. A primer

kérgi teriiletek 6todik rétegi piramissejtjei ugyanis a perifériardl érkezo driver afferensek-
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kel megegyez6 tulajdonsagi nagy atmérdjl axonvégzddésekkel képeznek szinapszisokat
egyes relésejtek proximadlis dendritjein, igy mintegy relédllomdst képeznek két kortikélis
teriilet kozott. Ilyen talamikus régié a szdmos modalitdssal kapcsolatba hozhat6 pulvinar.
Mivel a talamuszt6l magasabb rend( struktiira szolgiltatja a driver bemenetet, igy ezeket
a talamusz teriileteket magasabbrendii régioknak nevezziik. Ez alapjan az els6rendi relék
szubkortikalis izeneteket tovabbitanak a kéreg felé, mig a magasabbrendii relék transzta-

Pyl

lamikus informdaciétovabbitast tesznek lehet6vé két agykérgi teriilet kozott.

S. Murray Sherman és R. W. Guillery sajat és az irodalomban fellelhetd pélyako-
vetd vizsgalatok eredménye alapjin felvdzolt egy lehetséges talamusztérképet, melyen
az elsérendli és magasabbrendii relék hozzavetSlegesen fele-fele ardnyban képviseltetik
magukat. Ugy dontottiink, az dltaluk felvdzolt koncepciét érdemes alaposabban megvizs-
gdlni és utdnajarni a driver bemenetek tényleges eloszldsanak. Kérdéses, hogy ténylegesen
feloszthaté-e a talamusz egyértelmtien az éridstermindlisok eredete alapjan els6rendd és
magasabbrendi teriiletekre? Mekkora részét teszi ki a talamusznak a kortikalis és mek-
kora részét a szubkortikalis irdnyitds alatt 4116 teriilet? Létezik-e konvergens teriilet, illetve
olyan régi6é ahova nem érkezik driver bemenet? Amennyiben létezik driver mentes z6na,
ott mi helyettesitheti a drivereket? Osszefoglalva, homogén-e a talamikus szinaptikus or-

ganizici6 vagy pedig jelent6s magspecifikus kiilonbségek vannak?

2.4. A Kortikalis és a szubkortikalis glutamaterg terminalisok elkii-
lonitése

Ahhoz, hogy egy agyi régioban a glutamaterg bemeneteket szubkortikalis, illetve kortika-

lis eredetiik alapjan immunhisztokémiai médszerrel elkiilonitsiik, sziikséges, hogy talal-

junk két olyan fehérjét, ami egyértelmien csak a kortikalis, illetve csak a szubkortikalis

végzddésekben taldlhatdak meg.

A glutamat az eml8s kozponti idegrendszer legfobb serkentd neurotranszmittere.
Preszinaptikusan exocitdzissal iiriil6 szinaptikus vezikuldkban tarolédik. A szinapti-
kus vezikuldkba vezikuldaris transzporter segitségével keriil. Két f6 vezikularis glutamat
transzporter tipust kiilénithetiink el a kézponti idegrendszerben (vGLUT1 és vGLUT2)?.

A kordbban felfedezett, eredetileg inorganikus foszfat felvételben betoltott szerepe alap-

2A vGLUTS3 csak specifikus agyi teriileteken képviselteti magit, érdekes médon a striatdlis kolinerg és
a raphe szerotonerg idegvégz8déseivel is kolokalizaltan (Gras , Herzog, 2002)

13



DOI:10.14753/SE.2014.1950

jan azonositott fehérjér6l (BNPI — brain-specific Na*-dependent inorganic phosphate tran-
sporter I) hamar kideriilt, hogy fiziol6gids koriilmények kozott a szinaptikus vezikuldk
glutamat felvételét serkenti (Ni és mtsai., 1994; Bellocchio és mtsai., 1998). fgy a mole-
kulét dtnevezték a ma is haszndlatos vGLUT1-re. Az eredmények azonban azt mutattdk,
hogy csak a glutamaterg neuronok szubpopulacidjdban fejez6dik ki az emlitett transz-
porter (Bellocchio és mtsai., 1998). Kés6bb azonositottak a BNPI/VGLUT1 fehérjével
homolég, azonos funkciondlis tulajdonsagokkal rendelkezé transzportert, mely el6szor a
DNPI (,.differentiation-associated” BNPI), majd a vGLUT?2 nevet kapta (Aihara és mtsai.,
2000; Herzog és mtsai., 2001). Northern blot és in situ hibridizicids technikdk segitségé-
vel kimutattdk, hogy a vGLUT2 mRNS-e azokban az agyi régidkban (és csak azokban)
fejezddik ki, ahol vGLUT1 mRNS nem expresszalédik (Herzog €s mtsai., 2001). Neve-
zetesen az agykéreg, a kisagykéreg, a hippocampus, a szaglégumo, a medidlis habenula,
a pontine nucleus neuronjai vGLUT1-et, mig a diencephalikus és rhombencephalikus
struktirdk (talamusz, hypothalamus, inferior és superior colliculus, mély kisagyi magok,
substantia nigra, agytorzsi neuronok) €s a gerincveld idegsejtjei vGLUT2-t expresszal-
nak. Habér funkcionadlis kiilonbséget a két tipusu transzporter k6zott még nem taléltak,
feltételezhetd a fehérje C-termindlisanak kiilonb6z6ségébdl fakado eltérd szubsztratspe-

cificitas.

PhD munkdm elsé felében az immuncitokémiai vizsgdlatokhoz a vGLUT1 és a vG-
LUT?2 vezikuléris transzportert hasznaltam, mint markert a kiilonboz6 eredetii termindli-

sok azonositasara (lasd Eredmények elsé fejezete).

2.5. GABAerg gatlas a talamuszban

A talamuszba alapvet&en harom forrasbol érkezhet gatlé bemenet. El6szor is, az elsddle-
ges gatlast az nRT jelenti a talamuszban. Az nRT gatlé sejtjei az egyedfejlodés soran a
ventrdlis talamuszbdl alakulnak ki, majd dorzélis irdnyba vandorolva hagymahéj szer(ien
korbedlelik a dorzalis talamusz anterior és laterdlis részeit (Jones, 1975). Az nRT-nak
kulcsfontossagu szerep jut a talamokortikalis, illetve a kortikotalamikus jelfeldolgozés-
ban, ugyanis elhelyezkedésébdl adéddan (az capsula interna €s a lamina medullaris late-
ralis kozott talalhaté) mind a talamokortikalis és kortikotalamikus rostok kollateralisaibodl

maga is részesiil (3. dbra).
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3. dbra. A talamokortikélis kor legfébb sejtjei és 0sszekottetés-rendszere. Az dbra az el-
sorendi (FO) és magasabbrendi (HO) relésejtek (kékkel jelolve) szinaptikus kapcsolatait
mutatja az nRT (piros sejtek) és a kérgi hatodik rétegi (narancssarga sejtek), illetve 6to-
dik rétegi (zold sejt) piramissejtek kozott. Mind a hatodik rétegi piramissejtek, mind a
talamokortikalis relésejtek adnak kollaterdlisokat az nRT-ba, viszont az 6todik rétegi pi-
ramissejtek nem. A relésejtek egymassal nem 4dllnak kézvetlen szinaptikus kapcsolatban.
Az dbra R. W. Guillery 1998-as review-jabdl szarmazik. (Guillery és mtsai., 1998)

A dorzélis talamuszhoz hasonl6éan az nRT-t is fel lehet osztani kiilonb6z6 modalita-
sokért felelds részekre. S6t, a kiillonboz6 régidk az azonos modalitasért felel6s talamikus
és kérgi teriiletekkel 0sszekottetésben allnak (Guillery és mtsai., 1998). Azonban az els6-
rendd és magasabbrendi talamuszbdl szarmaz6 bemenetek dtfedésben lehetnek egymas-
sal, ami a jelintegracid lehet&ségét veti fel.

Az nRT-ba érkezd kortikoretikuléris rostok szdma messze feliilmilja a talamoreti-
kularis rostok szamat (kb. tizszer tobb a kérgi bemenet). Azonban csak a hatodik rétegi
piramissejtek axonjai 4gaznak el az nRT-ban, az 6todik rétegi piramissejtek rostjai elaga-
z4s nélkiil haladnak tovdbb a magasabbrend(i talamusz felé (Guillery és mtsai., 1998).
Hozzéavetblegesen a szinapszisok 70%-at kortikdlis, hatodik rétegi végz8dések alkotjak,
20 — 25%-at talamikus eredetl végzodések, és 15 — 20%-at GABAerg gatl6 végz6dések
(Liu , Jones, 1999).

A kis méretli, egyszeres szinapszist alkot6 kortikoretikularis végzodések egyenle-

tesen boritjak be az nRT sejtjeinek a felszinét, mig a nagy méretii, Osszetett aktiv z6-
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naval rendelkez6 talamikus végzddések elsGsorban a proximalis dendritekkel 1étesite-
nek kapcsolatot. Ennek megfeleléen az egyedi kortikélis rostok ingerlésébdl szarmazé
EPSC-k amplitiddja konzekvensen kicsi, latencidja nagy, mig a talamikus rostok ingerlé-
sébdl szarmazd EPSC-k mérete nagyobb és viltozatosabb, latencidja viszont kicsi (Jones,
2002).

Az nRT-ban a GABAerg végzddések eredete vitatott (Pinault és mtsai., 1997). Az
nRT-n beliili 6sszekottetés els6sorban dendro-dendritikus szinapszisok (Deschénes és mt-
sai., 1985; Pinault és mtsai., 1997), illetve gap junction hdlézaton keresztiil valésul meg
(Landisman , Connors, 2005). Erdekes médon az nRT sejtek rekurrens kollaterdlisai ro-
videk, és nem minden sejtre jellemzdek (Cox és mtsai., 1996). A rekurrens kollaterdli-
sok altal kialakitott kémiai szinapszisokat csak fiatal allatban sikeriilt kimutatni (Deleuze
, Huguenard, 2006); elektrofizioldgiai bizonyiték kémiai szinapszisokra felnétt allatban
nincsen (Landisman és mtsai., 2002). Az nRT-n beliili gitlé szinapszisok szabalyozzdk a
ritmusos oszcilldcioba bekapcsolddé nRT sejtek szaméat (Sohal , Huguenard, 2003). Az
eredmények arra utalnak, hogy az intra-nRT gatlds hidnydban az nRT kimenete feler6so-
dik (Huguenard , Prince, 1994b; Sanchez-Vives , McCormick, 1997) és hiperszinkronizalt
oszcillaciot okoz (Huntsman és mtsai., 1999), ami megjelenésében hasonlatos az absence
epilepszia sordn tapasztalt paroximadlis oszcillaciokhoz (Krosigk és mtsai., 1993; Hugue-
nard , Prince, 1994a).

Erdekes médon, egyre tobb eredmény utal arra, hogy az nRT sejtjeire a GABA de-
polarizéléan hat (Barth6 és mtsai., 2004; Sun és mtsai., 2012), mivel a CI” ekvilibrium
potencidlja a nyugalmi membranpotencidlnal magasabb érték (-45 mV) (Sun és mtsai.,
2012). Azonban az nRT sejtek kisiiléséhez csak azok burst tiizelési médjaban jarul hozza,
a T-tipusd Caj csatorndk aktivdléddsdanak hidnydban a GABA-kozvetitette depolarizacié
kiiszob alatti csupén.

Az nRT egyetlen kimenete a dorzdlis talamusz. Habar nagy 1éptékben elmondhatd,
hogy az azonos modalitasért felelds talamikus és nRT szektorok reciprok dsszekottetés-
ben éllnak egymadssal, mindez az egyes sejtek szintjén nem feltétleniil igaz, az nRT sejtek
axonfija csak részleges atfedést mutat az Sket beidegzd relésejtek dendritfajaval (Pinault,
2004). Azaz, ennek megfelel6en a talamokortikdlis és nRT sejtek zart és nyitott haldzati

koroket is 1étrehoznak, megvaldsitva ezzel a talamuszban a visszacsatold és el6recsatold
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gatlast is. A gatlé nRT és a serkent$ talamikus relésejtek reciprok dsszekottetése teremti
meg a strukturdlis alapot a 7 — 15 Hz frekvencidju spindle, vagy orsé oszcilldcionak (Kro-
sigk és mtsai., 1993) (4. dbra). A relésejt burstjei kozott eltelt 1dot, vagyis a spindle frek-
vencidjat az nRT-bdl érkezd burst IPSC hossza szabja meg (Bal és mtsai., 1995). Az nRT
sejtek axonarborizacidjanak lefutdsa jol koveti a beidegzett relésejt dendritfajat (Pinault
, Deschénes, 1998). Az nRT idegsejtjeinek aktivdléddsa esetén szdmos egyedi termind-
lisbdl szinkronizalt médon torténik a transzmitteriiriilés (Wanaverbecq és mtsai., 2008).
Az nRT sejtek kozvetitette IPSC depresszalé a 10 — 100 Hz-es frekvencia-tartomanyban
(Wanaverbecq és mtsai., 2008).

A maésodik gétlas tipust a lokdlis interneuronok jelentik a talamuszban, melyek be-
menetspecifikus gatlast szolgéltatnak kozvetleniil ott, ahol a primer serkentd afferensek
a relésejtekkel szinaptizalnak. Az interneuronok a serkentd oridsvégzodések kozvetlen
szomszédsagaban létesitenek kapcsolatot a relésejtek dendritjeivel triddot vagy — tébb
szinaptikus elem jelenléte esetén — glomerulust formélva (Colonnier , Guillery, 1964). A
triddokban a helyi interneuronok nemcsak posztszinaptikusak, hanem vezikulatartalmu
dendritjiikkel a relésejtek dendritjén is szinaptizdlnak. Elektronmikroszképos szinten az
axonszerii végz6dés az F2 (F, flatten, azaz lapos vezikuldkat tartalmazd) besoroldsi tipust
kapta, megkiilonboztetve az nRT eredet(i, csak preszinaptikus sajatossagokkal rendelkezd
F1 tipustdl. A haromféle szinapszis egymashoz kozel alakul ki, és legtobbszor mielin
burok szigeteli el az extracelluldris tért6l. Az interneuronok nyujtotta gatlas elsdsorban
a talamokortikélis sejtek receptiv mezejét erdsiti a kornyez6 gatlds fokozdsival (Acuna-
Goycolea és mtsai., 2008). Az interneuronok eloszldsa a talamuszban nem egyenletes,
mennyiségiik a fajok kozott jelentésen véltozhat, pontos feladatuk és jelent6ségiik vita-
tott. Erdekes médon ragesdlékban szinte csak az LGN teriiletén taldlkozhatunk interneu-
ronokkal (Harris , Hendrickson, 1987), igy errdl a gatlastipusrol f6leg macska, gorény és
majom kisérletekbdl merithetiink informaciét.

Az nRT és a lokdlis interneuronok mellett egyes talamusz régidkba specifikus gatlo
bemenet érkezik, melyet extratalamikus gatlasnak neveziink. A medial geniculate nuleus
(MGN) az inferior colliculus révén részesiil felszallo6 monoszinaptikus GABAerg beme-
netben (Peruzzi €s mtsai., 1997), az LGN a pretectumbdl kap hasonlé bemenetet; mig a

motoros ventral anterior mag (VA) és center median-parafascicular komplexumba (CM-
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4. dbra. A spindle oszcillacié vagy orsé EEG és sejt szintli megjelenése. A, A spindle osz-
cillacioban szerepet jdtszé talamokrotikdlis kor sematikus diagramja. B, Lassu hulldmu
alvds sordn mérhetd EEG aktivitds jellegzetes 7 — 15 Hz-es orsokkal. C, Intracelluld-
ris elvezetések nRT (RE), talamokortikalis relésejt (Th-Cx) és kortikdlis idegsejtbdl (Cx)
spindle oszcillacié soran. Az nRT nagy frekvencidval burstol az ors6zds sordn, aminek
hatadséra a talamokrtikdlis sejteken mély IPSP-k jelennek meg, melyeket gyakran vissza-
csapo burst kovet. A relésejtek nagy frekvencidji burstjei tiizelésre késztetik a beidegzett
kérgi sejteket is, melyek igy ugyancsak spindle frekvencidban tiizelnek. (Steriade , Llinds,
1988)
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Pf) a globus pallidus, a substatntia nigra pars reticulata €s a zona incerta gaté sejtjei kiil-
denek gatlé dridsbemeneteket (Balercia és mtsai., 1996; Ilinsky és mtsai., 1997). Egyes
magasabbrendii régidkba is érkezik specifikus, multiszinaptikus gétlé 6ridsbemenet. Ilyen
a csoportunk 4ltal kordbban vizsgélt zona incertdbdl és az anterior pretectumbdl érkezd
gatlas aragcsald posterior nucleus (Po) teriiletére (Bartho és mtsai., 2002; Bokor és mtsai.,
2005), vagy éppen a jelenleg is karakterizalas alatt all6 gatlé glicinerg bemenet a nucleus
pontis oralis (PnO) teriiletér6l. Az extratalamikus gatldsnak feltehetSleg a mozgassal nem

szinkronizélt primer afferens bemenetek kisziirésében lehet szerepe.

A reciprok retikulotalamikus 0sszekottetés szerepének és Osszetett szinaptikus el-
rendezddésének miikdodési mechanizmusa mindmadig forrén kutatott teriilet, de szdmos
megvalaszolatlan kérdés var még tisztazasra. Példaul, pontosan nem ismert, hogy a tala-
muszt érint6 oszcillaciok fenntartdsdban milyen szerepe van a talamuszba érkez6 szinap-
tikus gatlasnak. Az altalunk hasznalt egér modell segitségével azonban elvélaszthatd a
GABA, receptor 72 alegységétdl fliggd szinaptikus gétlds az ettdl az alegységtdl fligget-
len extraszinaptikus GABA , gatlast6l. PhD munkdm madsodik felében az nRT-bél érkezd,
szinaptikus GABA , receptor fiiggetlen, mégis fazisos eseményhez kothetd gatldsi tipust
vettem gores6 ald, és munkatarsaimmal szorosan egyiittmi{ikodve a 2 alegység fiiggetlen
gétlds szerepét tanulmédnyoztam a talamuszt érint6 oszcillacidkban (részletek az Eredmé-

nyek mdsodik fejezetében).

2.6. A GABA, receptorok

A szinaptikus gatlasért a feln6tt idegrendszerben elsGsorban a GABA kozvetitette jelat-
viteli dtvonal felel6s. A GABA gyors gétlé hatdsét elsésorban GABA, receptorok ak-
tivalasa révén éri el az agyban (Sieghart , Sperk, 2002; Rudolph , Méhler, 2004), és
GABA(. receptorok aktivaldsdval a retindban (Bormann , Feigenspan, 1995), mig a lassu,
hosszan kifejtett gdtlo hatdsat metabotrop G-fehérje kapcsolt GABAj receptorok kozve-
titik (Couve és mtsai., 2000; Bettler , Tiao, 2006).

A GABA , receptorok a glicin, a szerotonin (5-HT) és a nikotinos acetilkolin (nACh)
receptorokkal rokon, CI"-t és bikarbonatot dteresztd ligandum-fiiggd ioncsatorndk (Scho-
field é€s mtsai., 1987; Grenningloh és mtsai., 1987; Maricq és mtsai., 1991; Julius, 1991;
Chebib , Johnston, 2000). Ugyan a GABA  receptorok bikarbondt ionra is dteresztdek,
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de ezeket az ionokat sokkal kisebb hatasfokkal engedik at, igy a csatornan atfoly6 aram
jelentds része a CI” mozgdsabodl szarmazik (Bormann , Feigenspan, 1995).

A GABA , receptorok leggyakrabban heteropentamerként alkotnak funkciondlis ion-
csatornat az idegrendszerben. Eddig 19-féle alegységét sikeriilt azonositani az emldsok
kozponti idegrendszerében (a1-6, $1-3, v1-3, 4, €, 0, w és p1-3), melyet tovabbi ,,splice”-
variansok tesznek még heterogénebbé (pl. a 42 alegység esetén (Simon és mtsai., 2004)).
Az elméletileg elképzelhetd igen nagy szamu varidciobdl a 19 alegység csupdn egy par tu-
cat kombindciéban fordul el az agy kiilonféle teriiletein. Sztochiometriai vizsgdlatokkal
igazoltdk, hogy a szinaptikus GABA , receptorokban jelen van egy 7 alegység, mely két
a és két 5 alegységgel egyiitt alkot funkciondlis csatornat (Chang és mtsai., 1996; Tretter
és mtsai., 1997; Farrar és mtsai., 1999; Whiting és mtsai., 1999). Az agyban legnagyobb
szdmban al, 2, 72 alegységekbdl all6 GABA, receptorral taldlkozhatunk (Sieghart
és mtsai., 1999). Anatémiai lokalizdciés médszerek rdvildgitottak arra, hogy a GABA,
gétlés azért annyira véltozatos az idegrendszerben, mert szdmos idegsejt a GABA , recep-
toralegységek egész tarhazat fejezi ki a membranjan (Laurie és mtsai., 1992; Fritschy ,
Mohler, 1995).

A csatorndk alegység-osszetétele az egyedfejlodés soran is sokat valtozhat, ami ki-
hat a receptorok kinetikdjara (Hollrigel , Soltesz, 1997; Dunning és mtsai., 1999). Emb-
riondlis korban legkorabban a kortikalis lemezen 1-et tartalmazé csatorndkat mutattak
ki, mig « alegységbdl 2/3/4 volt a legnagyobb mennyiségben (Araki és mtsai., 1992; La-
urie és mtsai., 1992). A v (kifejlett korban a ~2, illetve v3) alegységr6l bizonyosodott
be, hogy intracellularis doménje révén a gephyrinnek nevezett horgonyzo fehérjéhez kap-
csolddik, ami ezdltal biztositja a receptor szinaptikus klaszterizacidjat (Fischer és mtsai.,
2000; Jacob és mtsai., 2008). Maga a receptor klaszterizcioja is jelent6sen befolydsolja
a csatorndk kinetikdjat (Chen és mtsai., 2000). Szdmos immunfluoreszcens és elektron-
mikroszkopos immunogold mddszerrel bizonyitast nyert, hogy bizonyos GABA , recep-
toralegységek nagy szdmban feldusulnak a posztszinaptikus denzitdsban (Craig és mtsai.,
1994; Somogyi és mtsai., 1996). Ezek a kovetkezdk: al1-3, a6, 52-3, 42. Természetesen
ez nem azt jelenti, hogy ezek a receptorok kizardlag a szinapszisokban lennének jelen.
S6t, kvantitativ kisérletekkel igazoltdk, hogy ezen receptoralegységek szama nagyobb a

nem-szinaptikus membranban, a posztszinaptikus denzitisban mindossze erds feldisulast
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tapasztalhatunk (Nusser és mtsai., 1995b,a).

Amennyiben a v alegységet 0 helyettesiti, a receptor nem kotédik gephyrinhez, igy
kizdrddik a szinapszisokbdl a peri- és extraszinaptikus plazmamembranba (Nusser és mt-
sai., 1998)°. A § alegység tartalmi GABA , receptorok jellemzden a4 (pl. talamusz és
gyrus dentatus esetében) vagy a6 (cerebelldris szemcsesejtek esetében) dllnak 6ssze funk-
ciondlis receptorrd. Ezen receptorok kinetikdja sokban eltér a szinaptikus v alegység tar-

talmu receptoroktol.

2.6.1. A GABA ,erg gatlas formai

Fazisos gatlas azt a folyamatot irja le, amikor kozvetleniil a preszinaptikus vezikulaiirii-
Iéshez kothetd a posztszinaptikus vdlasz. Legelemibb példa erre az IPSC (5. dbra a), de
ide tartozik a transzmitter molekuldk diffizidja sordn a periszinaptikus régidéban elhe-
lyezkedd receptorok aktivalédasakor kialakulé dram. Ez ut6bbi folyamatot spillover-nek
nevezi az irodalom (5. dbra b). Az idegrendszerben a fazisos GABAerg gatlast elsGsorban
v, kiillondsen 2 alegységtartalmu receptorok biztositjdk (Farrant , Nusser, 2005; Mody ,
Pearce, 2004).

A fazisos gdtldssal ellentétben a tonusos gatlds kozvetleniil nem kothet6 gatlo preszi-
naptikus aktivitdshoz. Kialakitdsdban az extracellularis térben dlland6 alacsony koncent-
rdcioban jelenlevd GABA jatszik szerepet (Farrant , Nusser, 2005). A szinaptikus GABA
receptoroktdl eltérd alegység-osszetételilknek koszonhetSen az extraszinaptikus recepto-
rok sokkal kisebb GABA koncentracidra is félmaximalis aktivaciét mutatnak (EC50 ~0,3
- 0,7 uM), ezért bizonyos hatasfokkal az extracelluldris térben levé GABA aktivdlja a
csatorndkat, kialakitva ezzel a tonusos gatlast (Farrant , Nusser, 2005; Mody , Pearce,
2004). A ténusos dram jelenléte legkonnyebben GABA , receptor blokkoldkkal (pl. gaba-
zine, picrotoxin) mutathat6 ki in vitro szeletpreparatumokon (5. dbra c). A ténusos gatlas
az idegsejtek ingerlékenységére van nagy hatdssal. Az altalanos ingerlékenységen kiviil
lokalis, egy-egy dendritszakasz jelintegraciéjat érinté hatdsa is van az extraszinaptikus
GABA , receptorok aktivicidjdnak, mégpedig a megnovekedé membrankonduktancia ha-

tasara kialakul6 sont616 gatlds révén.

3Erdekességként megjegyezném, hogy a 72 alegységet az o5 alegységgel egyiitt tartalmazé receptorok
szintén kiszorulnak a szinapszisbdl (Briinig és mtsai., 2002; Crestani és mtsai., 2002). Itt feltehetSleg az a5
alegység feliilirja a y2-gephyrin szoros kontaktusét.

21



DOI:10.14753/SE.2014.1950

5. abra. A GABA , receptorok aktivacios modjai. A, Egy szinaptikus vezikula iiriilése so-
ran felszabadul6 GABA molekuldk csak azokat a GABA, receptorokat aktivaljak, ame-
lyek kozvetlenill a ,.release site” alatt taldlhat6ak (sarga receptorok). A kék arnyékolas
az triilt GABA diffiziéjat mutatja. Az alatta lathatd elvezetés miniatiir IPSC-k atlagos
alakjat mutatja, Na* csatorna blokkol6 (tetrodotoxin - TTX) jelenlétében mérve. Az dram
gorbe alatt arnyékolt teriilet jelzi a toltés atvitelt. GAT, GABA transzporter. B, Az ak-
cids potencidl fiiggé multi-vezikularis {iiriilés, vagy a tobb termindlisb6l szinkronizalt
moédon torténd riilés eldsegiti a GABA ,,spillovert”, és mind szinaptikus, mind peri-
és extraszinaptikus receptorokat aktivalja (kékkel jelolve). Az dram gorbéje nagyobb és
sokkal lassabb lefutdst mutat. A mIPSC-k teriilete s6tét zold szinnel van feltiintetve az
Osszehasonlitas kedvéért. C, GABA transzporter aktivitastol fiiggetleniil fennmaradé ala-
csony koncentracioju allandé GABA ténusosan aktivalja a nagy affinitasi extraszinap-
tikus GABA, receptorokat. Az elvezetés a ,,zajos” tonusos dramot mutatja, ami a nagy
affinitdsi GABA, receptorok véletlenszerii nyitdsabol szdrmazik, illetve az ezen feliil
mérhetd fazisos dramokat (ami a felsd rajzon feltiintetett esetben nem jelzett terminélisok
aktivitdsabol szarmazik). Magas koncentracidji (10 ©M) GABA , antagonista (gabazine)
gitolja mind a fazisos IPSC-ket, mind a ténusos aktivitdst. Igy elGidézve a , tarté dram” és
az dram variancidjanak csokkenését. A gabazine jelenlétében megmaradt ritka fazisos ese-
mények EPSC-k. Az elvezetésen jelolt arnyékolt teriilet a gabazine alkalmazdsa el6tt azt a
toltés mennyiséget mutatja, ami a ténusosan aktiv GABA 4GABA , receptorokon keresz-
tiil jutott a sejtbe. Az aram elvezetések felndtt egér kisagyi szemcesesejtjeibdl szarmaznak
whole-cell patch-clamp médban mérve akut szeleteken. Az elvezetéseket szimmetrikus
CI” koncentracidval -70 mV tartéfesziiltségen, szobahdmérsékleten végezték. (Farrant ,
Nusser, 2005)
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Felmeriil azonban a kérdés, hogy a tonusos és fazisos gatlas mellett elképzelhetS-e
tovabbi gatldsi forma, esetleg dtmenet a két gatlasi tipus kozott. Szdmos tanulmény azt
igazolja, hogy igen. A féazisos gitlds lassu formdjat tobb agyi régioban mar leirtdk. A
lassu gatlds” leggyakrabban morfoldgiailag specializélt szinapszisokban figyelhet6 meg
(Crowley és mtsai., 2009; Hamori , Szentdgothai, 1966; Mariko és mtsai., 2012; Rossi
, Hamann, 1998), de kialakulhat nagyon lassu lecsengési kinetikdval rendelkezd ioncsa-
tornak kozvetitésével (Schofield , Huguenard, 2007; Szabadics és mtsai., 2007; Zhang
és mtsai., 1997), vagy hosszan tart6 aszinkron vezikulaiiriilés esetén (Best , Regehr, 2009;
Hefft , Jonas, 2005; Lu , Trussell, 2000), esetleg extraszinaptikus receptorok aktivdlédasa
révén (Olah és mtsai., 2009; Prenosil és mtsai., 2006; Wei és mtsai., 2003; Zarnowska
és mtsai., 2009), mint amilyen a kordbban emlitett spillover jelensége.

Az extraszinaptikus GABA , receptorok aktivaloddsat fazisos gétlds sordn nemrégi-
ben igazoltdk az nRT - talamokortikdlis szinapszisok esetén is (Herd és mtsai., 2013). Ez a

Z .9

fajta ,lassu gétlds” a4 alegységet tartalmazo GABA , receptorok jelenlétét kovetelte meg,

és az egyedi IPSC-k id6tartaméat novelte meg preszinaptikus burst kisiilés esetén.

A dolgozatban szereplé mdsodik tanulmdnyban az egér talamuszat vizsgdlva arra
kerestiik a vélaszt, hogy a fazisos gatlds sordn aktivdlodo extraszinaptikus GABA , recep-

toroknak mekkora szerepiik van a talamokortikdlis oszcillaciok hangoldsaban.
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CELKITUZESEK

7 2z

. A f6emlds talamusz serkentd 6ridsbemeneteinek fénymikroszkdépos feltérképezése.

. A kortikdlis és szubkortikélis eredetd driver bemenetek konvergencidjanak, szegre-

gicidjanak tanulményozésa.

. A talamusz kiilonb6z6 régidibol szarmazd RL-tipusu termindlisok elektronmikrosz-

kopos vizsgélata.

. A szinaptikus GABA , receptor v2-es alegységének virusmedidlt kiiitése a 72 flo-

xolt egerek talamusz4bol.

. A GABA , receptor 72 alegység elimindléddsdnak fénymikroszképos médszerekkel

torténd igazolasa.

. A GABA, receptor 72 alegység elimindléddsanak in vitro elektrofiziolégiai méd-

szerrel torténd igazolasa akut egér agyszeleteken.

. A szinaptikus vs. extraszinaptikus gatlas hozzdjarulasanak meghatarozasa a tala-

mokortikalis oszcillaciokban.

. A posztszinaptikus gatlé receptor-populacidk preszinaptikus tiizelési mod specifi-

kus aktivalédasanak tanulméanyozasa.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Majom Kkisérletek modszerei

Miitét és perfazio

A kisérletekhez 6sszesen hét felnétt néstény majmot (Macaca mulatta) hasznaltunk fel
az MTA Kisérleti Orvostudomdnyi Kutatdintézetének etikai bizottsdga 4ltal kidllitott elo-
frasanak (22.1/77/001/2010) megfelelden. Hirom majom esetében tortént jeloléanyag be-
adas [Biotinilalt Dextran Amin, BDA; 10000 molekula tomeg (Invitrogen), 10% 0,1 M
foszfat-pufferben oldva (PB), pH 7,4]: két majom jobb agyféltekén az M1 motorkéregbe,
ill. a SMA motorkéregbe, mig a harmadik esetben a capsula interna ventralis részébe tor-
tént a beadds annak érdekében, hogy a kérgi 6todik rétegi axonokat jeloljok meg hatodik
rétegi axonjelolés nélkiil. Az dllatokat ketamine hidroklorid (10 mg/kg) €s xylazine (1
mg/kg) keverékébdl 4ll6 oldattal altattuk, €s tartottuk fenn az alvést a miitét sordn. Az
allatok megfelel6 testhdmérsékletét melegitd pad biztositotta 37 — 38 °C-on. A szivrit-
must €s testhdmérsékletet folyamatosan figyelve allitottuk be az alvas mélységét tovabbi
altatd adagoldsaval. A kraniotémia elvégzése utan a BDA beaddsa iiveg mikrokapilla-
rissal tortént (hegy atméré 50 — 70 pum) pozitiv aramimpulzusok révén (2 masodperces
ciklusidd, 5 pA, 20 perc). A miitét utdn a majmokat antibiotikummal (coboctan, 2,5%,
0,3 ml/nap) és fajdalomcsillapitoval kezeltiik. Az allatokat két, illetve harom hét talélési
1d6 utén letélis dézisd natrium pentobarbitéllal intravéndsan feldldoztuk, majd a majmo-
kat sziven keresztiil fixal6 oldattal perfundaltuk. El8szor fiziolégias séoldatot (5 perc, S00
ml) hasznaltunk, amit 400 ml 2% paraformaldehidet és 0,5% glutaraldehidet tartalmazé
acetat puffer fixal6 (pH 6,0; 5 perc) kovetett, végiil 2500 ml 2% paraformaldehid és 0,5%
glutdraldehid tartalmud borat pufferrel fejeztiik be a fixélast. (Berod és mtsai., 1981). A

miitétet és a beaddsok lokalizdlasat Acsady Laszl6 és Ulbert Istvan végezte.

Elokezelések

A perfizi6 utdn az agyakat a koponydbdl eltavolitottuk, a talamuszt mediansagitdlisan
kettévagtuk, majd korondlisan 50 pum vastag szeletekre metszettilk vibratome-mal. A
metszeteket 0,1 M PB-ben mostuk, majd egy éjszakan at krioprotektiv oldatban inkub4l-

tuk (30% szahar6z 0,1 M PB-ben), és folyékony nitrogén f6lott fagyasztottuk. Natrium-
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borohidrides inkubdlast alkalmaztunk a glutaraldehid altal kialakitott keresztkotések fel-
lazitasdhoz. Ezek az el6kezelések az oldott reagensek jobb penetricidjat segitik a tovabbi

reakcidk sordn. Alapos PB-ben torténd mosds utdn a metszeteket készen alltak az immun-

festésre.

Tovabbi reakciok

A tovéabbiakban leirt immuncitokémiai reakciok sordn minden alkalommal a primer im-
munreakciét megel6zden szérum albuminos blokkoldssal (bowine serum albumin [BSA]
oldva; 30 perc) igyekeztiink elfedni a szovet aspecifikus kitdhelyeit.

Hogy az immunfestések sordn hasznélt antitestek specificitdsit bizonyitsuk, mind
a VGLTUT?2 (vezikularis glutamat transzporter 2), mind a vGLUT]1 elleni antitestbdl
két, kiilon epitdp ellen termeltetett anitestet is kiprobaltunk. Az azonos vGLUT anti-
gén ellen termelt kiilonb6z6 antitestek megegyezd immunjelolést eredményeztek. Ezek
az antitestek az aldbbiak voltak: tengerimalac-anti-vGLUT1 (1:5000 — 1:10000; Millipore
Bioscience Research Reagents), nyul-anti-vGLUT1 (1:10,000; Synaptic Systems), egér-
anti-vGLUT?2 (1:3000 — 1:4000; Millipore Bioscience Research Reagents) és nyul-anit-
vGLUT?2 (1:3000 — 1:4000; Synaptic Systems). A tovdbbiakban az egyszer(iség kedvéért

csak az egy-egy vGLUT antitest reakci6it ismertetem.

Immuncitokémia - beadasi (kontralateralis) oldal

A BDA-val jelolt oldal rostjainak megjelenitése kdzvetleniil avidin-biotinilalt tormaper-
oxiddz komplexszel (ABC, 1:300 0,05 M TBS-ben, 2 6ra), majd nikkel-intenzifikalt 3,3’-
diaminobenzidinnel (DABNi) tortént, ami fekete csapadékot eredményez (A DABNi az
alabbi Osszetevok alapjan késziilt: 16 ml 0,1 M PB, pH 7.4; 1 ml 0,5% DAB oldat, 6,6
mg NH,ClI és 0,8 ml 0,05 M NiNH,SO,). Azon rostok, melyeket nem toltott ki a festék,
teljesen immunjelolés-mentesek voltak, mely az antitest specifikussdgara utal.

Kettds immuncitokémiai reakciét alkalmaztunk a vGLUT?2, illetve a jelolt rostok
egylittes el6forduldsanak kimutatasara. A palyakovetd anyagot DABNI segitségével hiv-
tuk el6. Ezt kovetGen a szeleteket nytl-anti-vGLUT?2 antiszérummal (éjszakdn at), majd
biotinilélt anti-nydl ImmPRESS antitesttel (1:2 TBS-ben, 2 6ra, Vector Laboratories) ke-

zeltiik, végiil DAB kromogénnel hivtuk el8, ami barna csapadékot eredményez (A 0,5%-
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os DAB oldatot tizszeresére higitottuk TB-ben).

A DAB, ill. DAB-Ni kromogénnel elhivott metszeteket a kovetkez6képpen készitet-
titk el a fénymikroszkdpos és elektronmikroszképos vizsgalatokra: sorrendben pufferes
mosas (2x10 perc); 1%-os OsOy (7%-os gliikkézzal, amennyiben csak fénymikroszko-
posan elemeztiik a metszeteket) PB-ben oldva (40 perc); pufferes mosas (2 x); desztillalt
vizes mosas (2 x); 10%-os uranilacetat (40 perc); desztillalt vizes mosas; metszetek targy-
lemezre hiizasa és lefedése, majd ferdén kisméretii Petri csészébe helyezése (ez utdbbi
mivelet azt a célt szolgdlja, hogy a metszetek a posztfixdlds/dehidralds sordn a lehetd
legegyenesebbek maradjanak); 70%-os, 95%-os végiil 100%-os etanolos dtfolyatds; met-
szetek athelyezése egy erre a célra hajtogatott aluféliacsénakba abszoltit alkoholba; propi-
Iénoxid (2 x); végiil Durcupan migyanta (ACM; Fluka, éjszakéra, szobahdmérsékleten).
A metszeteket masnap targylemezekre fektettiik, lefedtiik, majd 56 °C-os termosztatba
tettiik egy éjszakdra, hogy elsegitsiik a polimerizéciot. Igy a fekete (DABNI) és a barna
(DAB) csapadék kozti szinkiillonbség megmaradt. A tovdbbiakban minden esetben igy

posztfixaltuk/dehidraltuk a metszeteket.

Immuncitokémia - ipszilateralis oldal

A vGLUT2-t a fent emlitett médon hivtuk el8, azzal a kiilonbséggel, hogy DABNi-
t haszndltunk a DAB helyett. A vGLUTI-t tengerimalac-anti-vGLUT]1 ellenanyaggal
(1:6000 TBS-ben éjszakara), majd biotinilalt kecske-anti-tengerimalac szekunder antitest
(BGAGp 1:300, 2 6ra, Vector Laboratories) felhasznaldsaval jeloltik meg, amit ABC-
DABNI reakciéval hivtunk eld. Ezt kovette a fentieknek megfeleld posztfixalas, dehidra-
14s és Durcupénos bedgyazds.

Kettds festést alkalmaztunk az egyiittesen el6fordulé vGLUT1 és vGLUT?2 termi-
ndlisok térképezésére. Ekkor a vGLUT1-nél BGAGp-t (1:300 TBS-ben, 2 6ra, Vector
Laboratories), a vGLUT2-nél biotinilalt anti-nydl ImmPRESS antitestet (1:2 TBS-ben, 2
Ora, Vector Laboratories) hasznaltunk szekunder antitestként és DABNi-lel, illetve DAB
reakcidval hivtuk el6, hogy fénymikroszkopos vizsgalatokkal elkiilonithessiik a kétféle
idegvégzddést. Az ezt kovetd posztfixdlas sordn 7%-os cukor oldatban higitott OsO, ol-
datot haszndltunk, hogy a barna és fekete csapadék szinbeli kiilonbségét megorizziik, mig

a tobbi 1épés megegyezett a kordbban leirtakkal.
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Az intralamindris magcsoport pontosabb azonositasahoz calbindin jelolést alkalmaz-
tunk a szomszédos metszeteken. Ekkor a kdlciumkotd fehérje megjelenitéséhez monoklo-
ndlis anti-egér-calbindin antitestet hasznaltunk (1:2000 TBS-ben éjszakéra, Swant) vagy
anti-nyul-calbindin antitestet (1:2000, K. G. Baimbridge ajandéka, University of British
Columbia, Vancouver, BC, Canada), melyet BGAM vagy BGAR (1:300, 2 6ra, Vector
Laboratories) szekunder, ABC és DABNi kromogén kovetett. A metszetek dehidralasa és

ozmifikalasa a fent leirtak szerint tortént.

Arany-jelolés eziist intenzifikalassal

Ez a jelolés fénymikroszkdopos és elektronmikroszkopos vizsgélatokhoz is alkalmas, ha
a szekunder antitest arany-konjugélt. Ekkor a nagyobb toménységben alkalmazott primer
antitestet (vGLUT2 1:2000, vGLUT1 1:5000) halzselatinos (cold water fish skin gela-
tine, Aurion) blokkolds (TBS + 0,8% BSA + 0,05% NaN, + zselatin 0,1%), majd arany-
konjugalt szekunder (1:50 el6z6 blokkol6oldatban 1 6ra szobahdn, éjszakéra 4 °C) kove-
tett. Ezutdn 1%-os glutdraldehid kezelés jott, hogy az aranyszemcséket rogzitsiik, majd
az eziisthivdshoz hasznalt Aurion R-GENT LM intenzifikalo kit sajit hivooldata (enhan-
cement conditioning solution, ECS, Aurion, 1:10 desztillalt vizben oldva). Az eziisthivas
szigortan 20 °C-on torténik. A hivas ledllitdsdhoz a kordbbi ECS oldatot hasznaltuk. A
posztfixalas és dehidrdlds sordn az 1% OsO,-ot jégdgyban tettiik a metszetekre 30 percre,
a tobbi 1épés megegyezett a fent emlitettekkel.

Arany-jel mellett elektronmikroszképosan jol elkiilonithetéek a DAB kromogénnel
el6hivott termindlisok. Ezt hasznaltuk ki akkor, amikor a vGLUT]1 ellen arany-konjugalt
szekundert hasznaltunk, majd eziist-intezifikdloval hivtuk el6 a metszeteket, mig a vG-

LUT?2 ellen BGAM ellenanyagot alkalmaztunk és ABC-DAB reakcioval tettiik lathatéva

a terminalisokat.

Félvékony metszetek készitése

A metszeteket OsO, kezelés nélkiil dehidraltuk 1%-os uranil-acetatot hasznédlva. A szom-
szé€dos metszetek térképei alapjan megfelelének itélt teriiletekrdl az elektronmikroszko-
pos technikdhoz hasonléan atdgyazast végeztiink. A blokkbdl 500 nm vastagsagu, tn.

félvékony meszeteket készitettiink ultramikrotommal, melyeket tdrgylemezen levd viz-
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cseppekbe szedtiink és egy €jszakan at szaritottuk. A beagyazészer kimaratasahoz két
perces Na-etanoldt kezelést hasznaltunk kiivettdban. Ezt leszalld alkoholsor kovette. A
targylemezekre szdritott metszeteket ezt kovetden nedves kamraba tettiik. A primer anti-
test el6tt a blokkold szérumnak NGS-t (normal goat serum, 10%, 20 perc, nedves kamra)
alkalmaztunk, a primer antitest egy €jszakan &t volt 4 °C-on a metszeteken. A fluoresz-
cens festékkel konjugalt szekunder antitest (vVGLUT2R — A488-DAR, zold; vGLUT1Gp
— Cy3-DAGp, piros; 1:300) 30 percet volt a metszeteken. Ezt kdvetden a targylemez Vec-
tashielddel lefedhetd volt.

Kettos immunfluoreszcens jelolések

A tracer és a két vGLUT egyiittes fluoreszcens kimutatdsira a metszeteket anti-nyul-
vGLUT1 (1:5000, 0,5% Triton X-100-at tartalmazé TBS-ben) és anti-egér-vGLUT?2
(1:3000) primer ellenanyagokkal kezeltiik, amit CY 3-konjugélt szaméar-anti-nyul (1:500,
Jackson ImmunoResearch), Cy5-konjugdlt szamar-anti-egér (1:500, Jackson Immunor-
esearch) és streptavidin-konjugélt Alexa Fluor 488 (1:2000, Invitrogen) kovetett. A flu-
oreszcens festést a fluoroforok felcserélésével is elvégeztiik. A lipofuszcin autofluoresz-
cens hdtterének csokkentésére a metszeteket 1 6rdn at CuSO,-et tartalmazo oldattal ke-
zeltiik Schnell és munkatérsai altal leirt médon (Schnell és mtsai., 1999). Végiil a met-
szeteket targylemezre huztuk, lefedtiik Vectashield médiummal (Vector Laboratories), és

konfokalis mikroszképban tanulmanyoztuk.

Elektronmikroszképos vizsgalatot megelozo kezelések

Elektronmikroszképos vizsgalatokhoz a DAB kromogénnel elShivott, illetve az eziist-
intenzifikalt metszeteket a fénymikroszképos technikdkndl leirt médon dehidréltuk.

Fénymikroszkoppal azonositottuk azokat a teriileteket a metszeteken, melyeket al-
kalmasnak taldltunk az atdgyazdsra. Az atagyazott szovetblokkokbdl 60 nm-es ultravé-
kony metszeteket készitettiink ultramikrotommal. Az sz6 metszeteket felvaltva vettiik
ol réz és nikkel gridekre.

A nikkel grideken végeztiik el a bedgyazds utdni GABA reakciét. Ennek sordn a
metszetekrdl el6szor perjédsavval (0,5%, 2 min) lemarattuk a Durcupan migyantat, és

a tovabbi megfeleld 1€péseket kovetden az anyagot nyul-anti-GABA ellenanyaggal csep-
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pekben (1:2000, 1:6000 TBS-ben, Somogyi Péter ajandéka, University of Oxford, UK)
inkubdltuk. 15 nm-es aranyszemcsékkel konjugélt kecske-anti-nyil IgG-vel cseppekben
(1:20, 1% BSA-t és 0,5% Tween 20-t tartalmazo, 0,05 M TB-ben oldva, pH 7,4) hivtuk
el a jelet. Végiil uranil-acetattal, majd 6lom-nitrattal kontrasztositottuk a szovetet. A réz
grideken nem végeztiink bedgyazas utdni GABA reakcidt, csak dlommal kontrasztoztuk

azokat.

Mikroszkopos fényképek készitése

A fénymikroszkopos metszetekrél AxioCam HRc digitdlis kamerdval készitettiink képe-
ket (Carl Zeiss) Axiolmager M1 mikroszkdp segitségével (Carl Zeiss). Multifokélis ké-
peket a (Zeiss) AxioVision programmal készitettiink, a képek montdzsoldsahoz az Image-
Pro Express 6.0 (Media Cybernetics) "Extended depth of field” funkciéjdt hasznaltuk.

A fluoreszcens konfokdlis felvételek készitéséhez Nikon A1R mikroszképot hasznal-
tunk szekvencialis médban CFI Plan Apochromat VC 60x objektivet (numerikus aperttira
1,4) alkalmazva.

Elektronmikroszképos felvételek készitéséhez egy Hitachi H-7100-as elektronmik-
roszképra épitett Veleta CCD kamerdt hasznéltunk (Olympus Soft Imaging Solutions)
vagy JEOL 1200 EXII elektronmikroszképot.

Ahol sziikséges volt a fényességet és a kontrasztot Adobe Photoshop CS2 (Adobe

System) segitségével valtoztattuk, kizardlag a teljes képen alkalmazva a modositast.

A térképezés menete

A talamusz maghatarainak, korvonaldnak megrajzoldsa camera lucida segitségével tor-
tént. A talamusz ventrdlis és kaudomedidlis hatdrat a talamuszra jellemzé stiri vGLUT1
jelolés alapjan hiztam meg. Az igy kapott rajzokat digitalizdltuk. A vGLUT?2, illetve a
vGLUT]1 pozitiv teriiletek hatdrainak kijeloléséhez kis nagyitdsu, nagy felbontasu fényké-
peket készitettem a metszetekr6l. Ezt kovetéen nagy nagyitisa objektivvel (40x) az erek
alapjan tajékozdédva Adobe Photoshop CS2 szoftver segitségével berajzolhat6 az egyes te-
riiletek hatdra. Munkdm sordn a teljes majom talamuszt (500 pm-ononként vett 50 pm-os
metszeteken) VGLUT?2 és vGLUT]1 fest6dés alapjan feltérképeztem a hét majom esetén.

Az igy kapott térképeket a megfeleld sztereotaxis koordindtak alapjan osszevetettiik egy-
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maéssal. A hatdrvonalak helyességét elektronmikroszképos metszetekkel validéltuk.

A vGLUT?2 pozitiv oridsbutonokat tartalmazé teriiletek elkiilonitése viszonylag
konnyl a vGLUT2-mentes z6ndktol, mert a térképezést zavard, kis méretd terminalisok-
kal csak egy-egy teriileten taldlkoztam (pl. dorzélis CL, parafascicular nucleus, dorzélis
MD), illetve a szubkortikdlis éridstermindlisok stirlisége igen nagy ahhoz, hogy a hatar-
vonal pontosan meghtzhaté legyen (a hatdrvonalhoz tartoz6 siiriség: 24 buton/mm?).

Mivel vGLUT!1 elleni antitesttel a hatodik rétegi kis termindlisok is jelol6dtek az 6ri-
asbutonok mellett, ezért nagy figyelmet forditottam a butonok méretbeli elkiilonitésére, és
csak azokat a teriileteket neveztem vGLUT]1 pozitiv zéndnak, ahol egyértelmiien nagyok
voltak a terminélisok és szamuk meghaladta a 20 buton/mm?-et. A hatérvonalhoz tartozé
igen jelentds strtiségbeli kiillonbség abbdl adddik, hogy a kortikélis driverek eleve kisebb
aranyban képviseltetik magukat még a nagyon siird teriileteken is (Van Horn , Sherman,
2007).

A hét majom talamusz egymdsnak megfeleltethetd szintjeit 0sszehasonlitottam, és
csak azokat a korvonalakat mutatom be, melyek konzekvensen minden majomban jelen
voltak (lasd 16. dbra). A térképezés soran feltiint, hogy az LGN elhelyezkedése majomrol-
majomra valtozik. FeltehetGen ez annak koszonhet6, hogy kvazi fiiggetlen dombnak te-
kinthet6 a talamusz két oldalan, és helyzete nem annyira a kdzvetleniil mellette levs ta-
lamikus régioktdl fiigg. Természetesen a kisméretii foltok, pl. a pulvinar teriiletén sem
estek ugyanabba a pozicidba, de minden majom esetében kimutathatéak voltak. Ezt ko-
vetden eredményeimet a forgalomban levé majom sztereotaxis atlasz maghatdrait alapul
véve abrazoltam (Paxinos és mtsai., 2000).

Az elektronmikroszkopos vizsgalatok soran kis nagyitdssal lefényképeztem az egyes
metszetek megfeleld méreti teriiletét, majd ezen minden egyes fellelhetd 6ridsvégzEdést
20000-szeres nagyitdssal, melyek pontos helyét a kis nagyitdsi képeken bejeldltem. Igy
pontosan megdallapithat6 és Osszehasonlithaté a teriiletek nagysaga, illetve az 6ridsvégzo-
dések stirtisége. (Mivel a vGLUT1 antitest nem penetrél elég jol, igy csak abban a z6ndban
szdmoltam a kortikdlis 6ridsvégzddéseket, ahol még kimutathat6 volt a vGLUT1 antitest-
hez tartozé aranyszemcse jel.) A termindlisok keresztmetszeti felszinét talaltuk a terminé-
lis méretére vonatkozo legjobb paraméternek. Ahhoz, hogy a kiilonb6z6 régidkbdl szar-

maz6 RL-tipusi axonterminalisokat 6sszehasonlitsuk a kovetkezo kritériumoknak kellett
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megfelelnie a végzédéseknek: tobbszoros aktiv zéna vagy puncta adherentia jelenléte és
minimum négy mitokondrium keresztmetszet. Kordbbi 3D rekonstrukcios eredményeink
alapjan (Bartho és mitsai., 2002; Bokor és mtsai., 2005; Lavallée és mtsai., 2005; Bo-
dor és mtsai., 2008; Wanaverbecq és mtsai., 2008) a tobbszords mitokondria, aktiv zondk
és puncta adherentia jelenléte jellemzd a termindlis legnagyobb keresztmetszeténél. Ez-
zel, igy gondoljuk, minimalizalni tudtuk az RL termindlisok mintavételezési hib4jat (azt,
hogy a buton szélén levs kis keresztmetszeti felszinti mintakat is belszamoljuk az atlagos
keresztmetszetbe), illetve elkeriiltiik az RS-tipusi végzddések téves mintavételezését. A
kritériumainknak megfelel6 terminalisok keresztmetszetének felszinét NIH ImagelJ szoft-

ver segitségével mértiik le.

Statisztika

Az axontermindlisok keresztmetszeti feliileteinek normal eloszldsat Shapiro-Wilk W
teszttel teszteltiik. Mivel a teszt szignifikdns értéket adott minden csoportban, igy a nem
normadl eloszl4s miatt nem-parametrikus statisztikat alkalmaztunk (Kruskal-Wallis teszt,
multiple comparison). Mivel a Kruskal-Wallis teszt alapjan szignifikdns kiilonbség fe-
dezhet6 fel a mintdban, ezért Bonferroni-korrigdlt két farku s-teszttel kerestiik meg az

egymadstdl kiilonbozé parokat Stasistica 8.0 szoftvert hasznélva.
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4.2. Az egér kisérletek modszerei

Virusinjektalas és perfuzio

Az in vivo és anatomiai kisérletekhez feln6tt, him GABA , receptor (I77F) v2-floxolt ege-
reket haszndltunk (Wulff és mtsai., 2007). AAV2/1-CMV-Cre (titer: 10'> GC/ml, Vector
Biolabs) virust alkalmaztunk a talamikus beaddsokhoz. Az allatokat intraperitonealisan
injektalt ketamine/xylazine (83 mg/testsily kg ketamine, illetve 3,5 mg/testsily kg xyla-
oriztiikk. Az egerek fejét Stoelting vagy Narishige sztereotaxis keretbe rogzitettiik, és egy
szike segitségével felvagtuk a fejbort. Fogorvosi furét haszndlva a talamusz VB magja-
nak megfeleld koordinatdi felett (Bregmatdl szdmitott anteroposterior irdny: 1,6 - 1,9 mm,
mediolaterdlisan 1,4 - 1,8 mm) kifdrtuk a koponyat. A virus adagoldsdhoz egy Stoelting
mikropumpdval 6sszekotott WPI injekcids kittet hasznéltunk. Az injekcids kit teflon cso-
vét dsvanyi olajjal toltottiik fel, mely lehet6vé teszi a pontos mennyiségek adagolasat.
A kit végéhez egy 60 — 120 pum végatmérdjl boroszilikat kapilldrist csatlakoztattunk. A
virus kapillarisba vald felszivasat kovetden beallitottuk a dorzoventralis koordinatat (2,8
- 3,2 mm), majd lassan kb. 0,2 — 0,5 ul/perc sebességgel 2 — 5 percig pumpdltuk a vi-
rust az allatok talamuszdba. Amennyiben sziikség volt ra, az ellen oldalon is elvégeztiik a
virusbeaddst. Az injektalast kovetden a koponyét fiziologids séoldattal lemostuk, a sebet
Osszevarrtuk, és az dllatokat a felébredésiikig szemmel tartottuk. A mitétet kovetden a ki-
szdradast megel6zendd intraperitonedlisan 0,5 — 1 ml fiziol6gids sdoldatot injektaltunk,
és az egerek itat6jaba fajdalomcsillapité Paracetamolt kevertiink.

Anatomiai kisérletekhez a virusinjektalt egereket minimum két héttel az injektélas
utdn tdlaltattuk, majd sziven &t el6szor jéghideg fizioldgids sooldattal (2 perc), majd 2%
paraformaldehides fixdldval (15 perc), végiil 0,1 M-os PB-vel (2 perc) perfundaltuk. Ek-
kor az éllatok agyai viszonylag puhdk maradtak, ami a GABA , receptor festéseknek ked-

VEZ.

Fluoreszcens immunhisztokémia

Az agyakbdl kivagott talamikus blokkot Leica Vibratommal 50 pym-es metszetekre met-

szettiik, majd alaposan 0,1 M-os PB-vel kimostuk. Ejszakdra 30%-os cukoroldatba ke-
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riiltek a metszetek, amiket médsnap folyékony N felett aluminium télcéra téve haromszor
megfagyasztottunk. Ez a 1épés az antigének feltdrasat teszi lehetévé. Ujbdli 0,1 M-os PB-s
mosdssorozat utdn a metszetek készen dlltak az immunhisztokémiai reakciokra.

A GABA, receptor 72 alegységét csak a metszetek megemésztése utdn lehet azo-
nositani. Azonban sajnos azt tapasztaltuk, hogy az emésztés tonkreteszi a Cre-antitestek
altal felismert epitopokat, ezért egy tritkkhoz folyamodtunk. A metszetek blokkoldsa utan
(10% normal kecske szérum, NGS, Vector Laboratories) az egér-anti-Cre antitestet tettiik
rd csak a metszetekre nagy higitasban (1:30000, Millipore). Mdsnap a metszetek PB-ben
torténd kimosésa utdn biotinilalt-kecske-anit-egér szekundert (BGAM, 1:600, Vector La-
boratories) tettiink a metszetekre, majd avidin-biotin-complex-tiramiddal (1:50, 15 perc)
amplifikéltuk a jelet. Ezt kovette a metszetek pepszines megemésztése (0,1 mg/ml pepszin
20%-o0s HCI 0,1 M-os PB oldatban, 10 — 15 perc, 37°C). Ijjbéli moséasok €s blokkolas
utdn (10% NGS, Vector Laboratories) keriiltek a metszetekre egy éjszakan 4t a GABA , re-
ceptoralegység primer antitestjeinek egyike (nytl-anti-y2, 1:4000 Synaptic System, nyul-
anti-a1, 1:500, nyul-anti-o4, 1:500, a két utébbi antitest Werner Sieghart ajindéka) és
a tengerimalac-anti-vGAT (1:6000, Synaptic System). Méasnap intenziv 0,1M-os PB-s
mosds utdn keriiltek a metszetekre a szekunder antitestek: szamar-anti-nydl-CY3 (1:500,
Jackson ImmunoResearch), szamar-anit-tengerimalac-CY5 (1:500, Jackson ImmunoR-
esearch), és a biotin megjelenitésére Streptavidin-Alexa 488 (1:3000, Jackson Immuno-
Research) 3 o6rdn 4t. Végiil a metszeteket kimostuk 0,1 M-os PB-vel, majd tirgylemezre
haztuk, fél 6rén 4t szdritottuk, végiil Vectashielddel (Vector Laboratories) lefedtiik.

Tovébbi kettés immunfluoreszcens festéseket végeztiink egér-anti-NeuN (1:3000,
Chemicon) vagy egér-anti-gephyrin (1:1000, Synaptic System) és nyul-anti-Cre (1:5000,
Covance) felhsznédldsdval. Masodlagos antitestnek az azonos dllat ellen termeltetett fluo-
roforral (Alexa 488, CY3) konjugélt szamér-antitesteket hasznaltuk.

A konfokdlis képek Olympus BX.61 mikroszkdppal (Fluoview FV1000 konfokalis
feltéttel) késziiltek hatvanszoros nagyitdson (1,35 NA), A FluoView10 ASW szoftver se-
gitségével szekvencidlis médban, kétszeres Kalman-sz{ir6t alkalmazva a talamusz ipszi-
és kontralaterdlis oldaldn. A 1ézerintenzitds erésségét a virusinjektalt oldalon allitottam
be dgy, hogy a jel erdssége a teljes intenzitastartomanyt lefedje, de ne legyenek kiégett

pixelek. A két oldalon ugyanazokat a beallitdsokat alkalmaztam.
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STORM - STochastic Optical Reconstruction Microscopy

A STORM-os felvételekhez a Dani és munkatdrsai éltal publikdlt 2010-es Neuron Neu-
rotechnique cikke szolgélt alapul (Dani és mtsai., 2010).

A metszeteken vald kdnnyebb tdjékozodds érdekében a STORM-os felvételekhez
felhasznalt két virusinjektalt egér talamuszaba (ugyanoda, ahol a korabbi virusbeadas is
tortént, illetve az ellenoldalra) BDA-t elektroporéltunk (1 pA, 7 mp on/off, 7 perc) altatas
alatt. Masnap a végaltatott allatokat eldszor fiziologids séoldattal (2 perc), majd 4%-os
paraformaldehid fixalét alkalmazva megperfundéltam (20 perc). A szuperrezolicios fel-
vételekhez a perfunddlt agyakat sagitdlisan félbe vagtam, majd Vibratommal 20 pm-es
(illetve minden 10. metszetet 40 pm-es) korondlis szeletekre metszettem a lehetd leg-
lassabban. Ezt kovetSen 0,1 M-os PB-vel alaposan kimostam a metszeteket. A beadasi
hely megtaldldsa érdekében a 40 pm-es metszeteken hagyomanyos immunfluoreszcens
eljarassal hivtam el6 a Cre-pozitiv sejteket és a BDA beadasi helyét a kovetkezd kép-
pen: Blokkol6nak 10%-o0s normél kecske szérumot hasznéltam 0,1 M-os PB-ben oldva 30
percre. Majd az elsddleges nyul-anti-Cre (1:12000, Covance) antitestet éjszakara tettem
rd a metszetekre. Mdsnap alapos PB-vel torténd mosast kovetéen a masodlagos antitest
(szamar-anti-nydl-CY?3, 1:500, Jackson ImmunoResearch) €s A488-Streptavidin (1:3000,
Jackson ImmunoResearch) keriilt a metszetekre 3 6ran at. Ezt kovetéen a metszeteket
targylemezre hiztam, fél 6ran 4t rdszaritottam a targylemezre, majd Vectashield-del (Vec-
tor Laboratories) lefedtem. Epifluoreszcens mikroszkdp segitségével megkerestem a be-
adasi helyeket. Ez alapjan kivalasztottam azokat a 20 ym-es metszeteket, amin biztosan
taldlkozom majd virusfert6zott és BDA-val feltoltott sejtekkel is.

Mivel a 72 alegység csak a metszetek megemésztése utan jelenithetd meg, ezért
enyhe pepszines emésztést alkalmaztam a 20 pm-es metszeteket-en (0,1 mg/ml pepszin
20%-0s HC1 0,1 M-os PB oldatban, 3 perc, 37 °C). A STORM felvételekhez az immun-
festések elott blokkolonak normal 16 szérumot (10%) haszndltunk fél 6rdan 4t, majd to-
vabbi mosas nélkiil keriiltek a metszetekre a primer antitestek (éjszakara). A felhasznélt
antitestek a kovetkezdk voltak: nytlban termeltetett GABA, receptor 2 alegysége el-
leni antitest (1:4000, Synaptic System), tengerimalacban termeltetett vezikularis GABA
transzporter elleni antitest (1:6000, Synaptic System) és egér-anti-Cre (1:4000, Millipor).

Masnap a metszeteket 0,1 M-os PB-vel alaposan kimostuk, majd a kifejezetten STORM
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képalkot6 eljardshoz készitett STORM szekunder antitesteket tettiikk a metszetekre 4 6ran
at (Katona Istvdn csoportjanak ajandéka, Dudok Barna éltal készitett antitestek) a ha-
gyomdnyos fluoreszcens szamér-anti-egér-CY3 és az A488-Streptavidin (1:3000, Jackson
ImmunoResearch) mellett. A STORM-os masodlagos antitestek a kovetkez6k voltak: 16-
anti-nyudl-Alexa405/A647 (1:50) és 16-anti-tengerimalac-CY3/A647 (1:55). Ezt kbvetden
a metszeteket Gjbol alaposan kimostuk, majd egyesével fed6lemezre hiztuk dket. A fedd-
lemezre val6 felhiizasra azért volt sziikség, mert igy ahhoz az iiveghez tapad ki a metszet,
amelyik oldalr6l a STORM felvételek is késziilni fognak. Az egyenletes, hulldim men-
tes kitapadas elengedhetetlen a j6 felvételek készitéséhez. A metszeteket tovabbi lefedés
nélkiil, szarazon 4 °C-os hiitészekrényben tartottuk, amig felhasznédldsra nem keriiltek.

A metszeteket kozvetleniil a felvételek készitése elott fedtiik le egy frissen készitett
feddoldattal, ami a kovetkezdket tartalmazta: 80 pl 1M DPBS (Sigma D8537), 10 ul 50
%-os gliikkdz oldat desztillalt vizben oldva, 10 ul 0,5 M mercaptoethylamine (pH 8,5) és
1 pl Glox (anti-bleaching oxigén scavenger rendszer - 10 mg gliik6z oxidaz, 32 pl kata-
14z és 93 ul DPBS keverékébol). A feddoldat sajatossagaibol adéddan csak rovid ideig,
maximum 3 d6ran 4t lehetett szuperrezolicios felvételeket késziteni, ezért is kellett egye-
sével tarolni a metszeteket. A STORM felvételek a KOKI Nikon kozpontjaban a Nikon-
STORM-C2 mikroszkop segitségével késziiltek, a Nikon NIS-Elements 4.01 STORM 2.0
modul programjat hasznalva.

A képalkotds menete roviden: kis nagyitasu objektivvel (10x, 20x) epi-fluoreszcens
megvildgitisban megkerestem a BDA jelolt sejtek régidjat, majd kamerat valtva készitet-
tem egy konfokalis felvételt a CY3-al megjelolt Cre-pozitiv sejtekrdl. 100-as olajos objek-
tivre véltva (CFI Apo 100x oil NA 1.49 TIRF WD 0.12) ismét epi-fluoreszcens megvila-
gitdsban megkerestem a metszet felszinét, majd visszavaltottam a Nikon C2-es konfokalis
kamerdjara. Ekkor készitettem egy réteg-sorozatfelvételt (150 nm lépésenként), amin 14t-
hat6 volt egy zolden jelolt sejttest (vagy dendritszakasz), illetve az 647-es hullimhosszd
csatornan megjelent mind a két STORMos antitesttel jelolt struktdra: a v2 alegység és a
vGAT. A STORM képalkotis térbeli felbontoképessége nagy Z-irdnyu stabilitast kove-
tel meg a mikroszkoptél. A megfeleld stabilitds egy optikai alapd korrigdl6 rendszerrel
lehetett elérni, amit a Nikon a Perfect Focus System (PFS) megoldasaval biztosit. A meg-

felel6 képsikban aktivdltam a PFS-t, majd a STORM Andor (iXon 897 back-illuminated
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EMCCD) kamerdjara valtottam. Szuper-rezolucids képalkotds (3D STORM) eljarast al-
kalmaztam, ami lehet6vé teszi a metszet 700 nm-es vastagsagédn beliill a STORM jelek
pontos lokalizacigjat. A képalkotds sordn a TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence)
rendszert haszndlva ferde (45°-0s) megvilagitast alkalmaztam, a képeket pedig az Andor
(expozicids id6: 30 ms, EM erdsités: 300, Konverzids faktor 2,4) kameraval rogzitettem.
A STORM felvételek szekvencidlisan késziiltek, 1000 — 3000 cikluson &t. Egy ciklusban
nyolc kép késziilt:

- Aktivator megvilagitds 1. (405 nm alacsony intenzitds, 50 mW lézer 1% )

- Riporter megvilagitds 1. (647 nm nagy intenzitds, 300 mW lézer 100%)

- Riporter megvildgitds 2. (647 nm nagy intenzitds, 300 mW 1ézer 100%)

- Riporter megvilagitas 3. (647 nm nagy intenzitds, 300 mW 1ézer 100%)

- Aktivator megvilagitds 2.(561 nm alacsony intenzitds, 100 mW 1ézer 0.5% )

- Riporter megvilagitds 4. (647 nm nagy intenzitds, 300 mW Iézer 100%)

- Riporter megvilagitds 5. (647 nm nagy intenzitds, 300 mW lézer 100%)

- Riporter megvilagitds 6. (647 nm nagy intenzitds, 300 mW lézer 100%)

Az eljaras soran a képalkotds mindig a riporter csatorndban torténik, de a felvillandsok ko-
ziil ki kellett még sz{irni a specifikus jeleket. A végsd képre csak azok a felvillant pontok
keriiltek fel, amelyek kozvetleniil az aktivator 1ézer felvillandsa utan jelentek meg, €s ezt
kovetden rogton el is tlintek; illetve a felvillant fluoroforok a megkivant mélységbdl szar-
maztak, tehét a jelalakjuk nem torz. Miutdn véget ért a tobb ezer cikluson 4t tart6 STORM
képalkotds, visszavaltottam a konfokdlis C2 kamerdra. Mivel a CY 3, mint aktivitor mole-
kula is szerepelt az antitestjeim kozott, ezért nagy nagyitdson kordbban még nem tudtam
letesztelni, hogy valéban Cre tartalmii (CY 3-antitesttel elhivott) sejt folott jartam-e, mert
egy konfokalis kép készitése kiégette volna az anti-tengerimalac-CY3/A647-es aktivitor
molekuldjat. A STORM felvétel befejeztével azonban ennek semmi akaddlya nem volt,
igy az ekkor késziilt felvétel alapjan dontdttem arrdl, hogy milyen teriileten jarok. Végiil a
Nikon sajét szoftverével cross-talk szelekciot hasznélva kiszelektdltam a valoban specifi-
kus pontokat. Ut6lag Adobe Photoshop CS2 hasznélatdval illesztettem 6ssze a konfokélis
és STORM-mal késziilt felvételeket.
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In vitro elektrofiziolégia

Virusinjektdldshoz 19 - 21 napos 72 (I77F) floxolt egereket haszndltam mindkét nembdl
(kivéve a tonusos GABA , aram mérésekhez, ahol csak him egereket, ugyanis néstények-
ben a neuroszteroidok hatdsa miatt a tonusos dram nagységa is az 0sztrusz ciklusnak meg-
felel6en valtozik (Brickley , Mody, 2012)). Kétféle virust haszndltam a talamikus bilate-
ralis bead4sokkor: AAV2/1-CMV-eGFP-t (titer: 10> GC/ml, Vector Biolabs) és AAV2/1
CMV-Cre-t (titer: 10> GC/ml, Vector Biolabs) fele ardnyban keverve a AAV2/1-CMV-
eGFP virussal. Az egerek injektdlasdnak folyamata megegyezett az anatémidra és in vivo

elektrofizioldgidra haszndlt egerek miitétével.

Whole-cell patch-clamp mérések

A virusbeaddst kovetéen (1 - 3 hét) az egereket feldldoztam. Roviden, az 4llatokat mé-
lyen elaltattam isoflurdnnal, és tovabbi ketamine-xylazine alkalmazasaval fenntartottam a
mélyalvist. Ezt kovetSen transzkranidlisan jéghideg oxigenizalt (95% O, - 5% CO,) mes-
terséges magas cukor tartalmu cerebrospindlis folyadékkal (artificial cerebrospinal fluid,
ACSF) két percen at perfundédltam az egereket. A magas cukor tartalmu ACSF oldat a ko-
vetkezOkbdl dllt (mM-ban kifejezve): 65,5 NaCl, 26 NaHCO;, 2,5 KCl, 1,25 NaH,PO,,
105 szachardz, 24,7 glikkéz, 7 MgCl,, 0,5 CaCl,, 1,7 L(+)-aszkorbinsav. Az agyakat ez-
utan gyorsan kiszedtem a koponyabdl, és ugyanabba az oldatba helyeztem. 300 ym vastag
horizontdlis, a VB-t és az nRT-t egyarant tartalmaz6 szeleteket vagtam vibratom segitsé-
gével, majd a szeleteket oxigenizalt, ACSF tartalmii tdrolékamriba helyeztem. Az ACSF
a kovetkez6 Osszetevokbdl dllt (mM-ban kifejezve): 131 NaCl, 26 NaHCO;, 2,5 KCl,
1,25 NaH,PO,, 1,2 MgCl,, 2 CaCl,, 18 gliikoz, 1,7 L(+)-aszkorbinsav. A szeletek re-
generdlodédsa érdekében myo-inozitolt (3 mM) és Na-piruvatot is tettem a kamrdba. Az
agyszeleteket 30 percen 4t 35 °C-on, majd a tovabbiakban szobah&mérsékleten tartottam
a felhasznalasig. Felhasznéldshoz a méré6kamraba szallitottam a sejteket, melyen keresztiil
3,5 ml/perc sebességgel folyattam az oxigenizalt ACSF-et, illetve az abban oldott drogo-
kat.

Az eGFP tartalmu virus injektalt talamokortikdlis sejteket OptoLED Lite (Cairn Re-
search, UK) fluoreszcens megvildgitassal azonositottam, a kornyez6 régidobdl vezettem

el sejteket. A képalkotds Andor EM-CCD kamera (Axon DU-897) és Andor Solis imag-
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ing szoftver V. 4.16 segitségével tortént. Az elvezetésekhez MultiClamp 700B erdsitot
és Clampex V. 10. 2 (Molecular Devices) programot hasznaltam. Az adatpontok 5 kHz

frekvenciaval lettek mintavételezve €s 2 kHz-en szirve.

Spontan események elvezetése

A VB sejtekbdl elvezetett spontdn IPSC-k (sIPSC) mérésekor az intracelluldris pipetta
a kovetkezokbdl 4ll6 oldatot tartalmazta (mM-ban kifejezve): 120 CsCl, 10 HEPES, 2
EGTA, 8 NaCl, 0,2 MgCl,, 5 QX-314-Cl, 0,2 Na-GTP, 10 foszfo-kreatin és 0,5% biocy-
tin (295 mOsm, pH 7,35). Az inward gatlé dramok izoldsdhoz 6,7- dinitroquinoxalin-
2,3-dion-t (DNQX; 40 M; Tocris) és D,L-2-Amino-5-phosphonopentdnsavat (DL-APV;
100 uM; Tocris) adtam az ACSF-hez. A sIPSC-ket -50 mV tartéfesziiltségen mértem
legalabb 5 percig. Mivel a liquid junction potential kisebb volt mint 5 mV, nem vettem
figyelembe. A pipetta series rezisztenciajat folyamatosan ellendriztem -10 mV-os teszt
pulzus segitségével az egész mérés sordn. Csak azokat a sejteket vettem bele a végsé ana-
lizisbe, amelyek series rezisztenciaja kisebb volt 20 m{2-ndl, €s az ellenallasban bekovet-
kezd valtozas nem volt nagyobb, mint 25% a teljes mérés soran. A ténusos GABA, dram
mérésére a GABA , receptor blokkol6 gabazine-t adtam az oldathoz (SR 95531 hydrobro-
mide/ 6-imino-3-(4-metoxifenil)-1(6H)-piridazin butdnsav hidrobromid; 10 uM; Tocris)
és a bemosddast kovetGen minimum harom percig mértem. A ténusos dram megfelelt a
gabazine alkalmazas el6tti és azt kovetd tartéarambeli kiilonbségnek. A drog bemosasa
el6tti és utani elvezetések 20 — 20 masodperces szakaszain all-point hisztogramokat ké-

szitettem, melyekre Gauss gorbét illesztve megkaptam az dramok 4tlagét €s szorasat.

Kivaltott valaszok mérése

Kivaltott monofézisos IPSC-k méréséhez a monopoléris stimulaciés elektrédot az nRT-ba
helyeztem, és a VB sejteket 34 °C-on mértem. A patch pipetta ugyanazt az intracelluldris
oldatot tartalmazta, mint a spontan események elvezetésekor. Glutamaterg blokkoldkat
haszndltam a gatlé inward aramok izolalasara. Monofazisos IPSC-ket 0,2 Hz-el és 10
Hz-el véltottam ki 100 pzA-es stimuldlé intenzitdst hasznélva.

A kivdltott nRT burst indukdlta IPSC-k (burst IPSC) mérésekor a patch pipetta a
kovetkezdket tartalmazta (mM-ban kifejezve): 140 KCH,;SO,, 10 KCI, 10 HEPES, 0,1
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EGTA, 2 MgCl,, 4 Mg-ATP, 2,5 QX-314-Cl, 0,2 Na-GTP, és 10 foszfokreatin (306-309
mOsm, pH 7,23). A VB sejteket -30 mV tart6fesziiltségen mértem. A liquid junction po-
tencidlt figyelembe vettem, mivel -10 mV volt. A kivaltott monofédzisos IPSC-k mérésével
szemben, a burst IPSC-k mérésekor a méréoldat nem tartalmazott glutaméaterg blokkold-
kat. A burst IPSC-ket minden 30 — 60 masodperceben véltottam ki 250 pA-es stimulald
intenzitdst haszndlva.

A kivaltott burst IPSC-k farmakoldgiai tanulmédnyozdsa sordn a kovetkezd oldatot
hasznaltam: GABAj receptor blokkol6 CGP55845 hidroklorid (2 pM; Abcam).

A kivéltott burst IPSC dram-fesziiltség Osszefiiggésének mérésére, €s ahhoz, hogy a
C'l~ ekvilibrium potencidljat meghatarozzam, a patch pipettat a kovetkez&kbdl all6 olda-
tot tartalmazta (mM-ban kifejezve): 120 CsGluconate, 10 CsCl, 10 HEPES, 8 NacCl, 0,2
EGTA, 14 foszfokreatin, 2 Mg-ATP, 0,2 Na-GTP (305 mOsm, pH 7,3). A liquid junction

potencidlt figyelembe vettem (-10 mV).

Talamikus visszacsapé burst mérések

A rebound burst mérésekhez kontroll, nem virusfert6zott talamokortikalis szeleteket hasz-
naltunk. A pipetta méréoldata megegyezett a kivaltott burst IPSC-k mérésekor hasznalt
intracellularis oldattal hozzdadott QX-314-Cl nélkiil. A talamokortikélis sejtek -70 mV
tart6fesziiltségen lettek lemérve current clamp médban. Aram protokollként a korabban
kontroll és 72/~ VB sejtekbdl kivaltott burst IPSC-ket haszndltunk kiilonbozé ampliti-

dora skalazva. Az elektrofizioldgiai méréseket Chiara Pellegrini végezte.

Analizis

A mérések off-line analiziséhez Clampfit V.10.2-es és MiniAnalyis 6.0 (Synaptosoft)
szoftvert hasznédltam. A spontdn események esetén a root-mean-square (RMS) zaj érték
kiszamitasdhoz egy IPSC nélkiili 60 ms hosszu idéablakot valasztottam. Az IPSC-k mini-
malis csucsanak az RMS zaj kétszeresét allitottam be, mint detekcids kritérium. Gabazine
alatt tortént elvezetéseken alkalmazva ezeket a paramétereket egyetlen IPSC-t sem taldlt
a szoftver.

Kiviltott burst IPSC-k esetén a kontroll és manipulélt értékek minden esetben leg-

alabb négy-négy valasz 4tlagabol szdrmaznak. A burst IPSC amplitiddjanak megfeleld
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értéket ugy kaptam, hogy a kivaltott dram csticsandl mért értékbd] kivontam a stimulacios
artefaktot megel6z§ tart6 dram értékét. A 10 — 90%-os rise-time kiszdmitdsa helyett a
csucsig eltelt idot hasznéltam, ugyanis a burst IPSC multifazisos esemény, igy a rise-time
értékek nem informativak. A lecsengési id6dllandét (decay-time constant) igy kaptam
meg, hogy a maximélis amplitidé utdntdl a burst IPSC teljes lecsengéséig illesztettem
egy monoexponencidlis gorbét, melynek 7 értéke megadta az id6allandot. A toltés atvitel
kiszamitdsdhoz a burst IPSC gorbe alatti teriiletét vettem.

Statisztikailag szignifikéns kiillonbségek kiszdmitdsdhoz Student-féle r-tesztet hasz-
ndltam. A szignifikancia szintet p < 0,05 értéknek valasztottam. Mind a szovegben és az

abrdkon az adatok atlag == SD-ként vannak dbrazolva.

In vivo elektrofiziologia

In vivo mérésekre 3 - 8 héttel a virusinjektdlast kovetden keriilt sor. A kortikdlis me-
zdpotencidlok (LFP) meghatirozdsdhoz 16-csatorndju silicone probe-okat hasznaltunk a
primer szomatoszenzoros kéregben (S1, AP 1,2 és ML 3,2 mm a Bregmatdl). A tala-
mikus multiunit aktivitds monitorozdsdhoz 32-csatorndju silicone probe-ot hasznéltunk a
virusbeaddssal megegyezd koordinatdkat haszndlva. A silicone probe-bal mért jeleket 0,3
Hz felett sziirtiik, 2000-szeresére erdsitettiik egy 64-csatornds erdsitovel, digitalizaltuk 20
kHz-en két National Instruments PCI-6259 kartya segitségével. A talamokortikélis egy-
sejt aktivitds méréséhez 0,5 M-os NaCl és 2% neurobiotin (Vector Laboratories) tartalmu
tiveg mikrokapilldrist (10 —40 M) hasznaltunk. Az idegsejtaktivitist DC erdsitével amp-
lifikaltuk (AxoClamp 2B, Molecular Devices) és 0,16 és 5 kHz kozott sziirtiik egy tovabbi

er6sitével (LinearAmp, Supertech). A sejtek juxtacelluldris jelolése a kordbban publikdl-

takkal megegyez6 médon tortént (Pinault, 1996).
Burst detekci6 és analizis

Minden in vivo mérés Matlab programmal (Mathworks MA) lett kianalizalva. Onkényes
intra- és interburst intervallumok meghatdrozasa helyett egy félautomata burst detekcids
modszert hasznaltunk (Slézia és mtsai., 2011). A burstok azonositdsa utan a kovetkezd
paramétereket hatiroztuk meg: atlagos tiizelési frekvencia, a burstok elsé akcids poten-
cidljanak a frekvencidja (burst frekvencia), a burston beliili tiizelések frekvencidja (int-

raburst frekvencia), a burston beliili atlagos tiizelések szdma (intraburst spike number -
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IBSN), a burstok atlagos hossza (burst hossz), végiil a burston beliili akcids potencidlok
ardnya az Osszes akcios potencidlhoz képest (burstiness index). A csoportok kozti eltérést
Mann-Whitney U teszttel ellendriztiik, a szignifikanciaszintet p > 0,05 értékben hatdroz-

tuk meg.

LFP analizis. Az LFP elvezetésekkel mért lasst oszcillaci6 frekvencidjat specialis Mat-
lab rutinok segitségével hatdroztuk meg: wavelet spektrumok analizisével, Fourier transz-

formacioval €s autokorrelacio.

Spindle analizis. A spindle oszcilliciok talamikus multiunit aktivitdsbol torténd fél-
automata detektdldsara Barth6 Péter éltal irt Matlab rutint haszndltuk. A program altal
taldlt orsdkat minden esetben vizudlisan is ellendriztiik, a rosszul beazonositott jeleket

toroltiik.

Szabadon mozgo allatok elvezetései

Az EEG és EMG mérésekhez 4 — 4 AAV-GFP és AAV-Cre virussal bilaterdlisan injektélt
2 egeret hasznéltunk. A fronto-parietdlis elektrédok beiiltetését a kordbban publikéltak-
kal megegyezben végeztiik (Franken és mtsai., 1998; Wimmer és mtsai., 2012). Roviden:
izoflurdnnal torténd elBaltatast kdovetden az egereket elaltattuk ketamine/xylazine altatd
keverékkel (100 mg/testsuly kg ketamine és 16 mg/testsuly kg xylazine). Az egerek fejét
sztereotaxis allvanyba fogva a koponyédba 6sszesen hat arany csavarelektrodot helyeztiink
(3 jobb és 3 bal oldalt), melybdl a jobb oldali rosztrélis és kaudalis elektrodot hasznaltuk a
fronto-parietdlis ECoG mérésekhez. Az EMG mérésekhez haszndlt elektrédokat dvatosan
a nyak izomzataba helyeztiik. Tiz nap felépiilési 1d0 utdn az elektrodokat racsatlakoztat-
tuk a mérd kabelekre, majd tovabbi egy hét habituicié utan kezdtiik el a méréseket. Az
analdg jeleket felerSsitettitk (2000x), majd az ECoG jeleket 0,7 Hz, a EMG jeleket 10
Hz folott sziirtiik. Az alvasi EEG-t és EMG-t 4 masodperces szakaszokra osztottuk, majd

vizudlisan kategorizaltunk minden egyes szakaszt ébrenlétre, NREM és REM alvasi alla-

potra.
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5. EREDMENYEK
5.1. A driver bemenetek eloszlasa a foemlosok talamuszaban

A munkdm sordn a Macaca mulatta talamikus magjainak elnevezéséhez a 2000-es ki-
adasu Paxinos atlaszt vettem alapul, a magok neveit ennek megfeleléen angolul haszna-
lom. A tovabbiakban driver vagy serkentd éridstermindlisként utalok minden olyan axon-
végzddésre, ami elektronmikroszképos szinten az aldbbi kritériumoknak megfelel: tobb-
sz0ros aktiv zona vagy puncta adherentia jelenléte és minimum négy mitokondrium ke-
resztmetszet. Kordbbi 3D rekonstrukciés eredményeink alapjan (Bartho és mtsai., 2002;
Bokor és mtsai., 2005; Lavallée és mtsai., 2005; Bodor és mtsai., 2008; Wanaverbecq
és mtsai., 2008) a tobbszoros mitokondria, aktiv zondk és puncta adherentia jelenléte jel-
lemz6 a termindlis legnagyobb keresztmetszeténél. Mivel csak anatomiai modszerekkel
vizsgéltuk a talamuszt, az eredményekbdl nem kovetkezik az, hogy ezek a végzddések

funkcionalisan is ,,driverek’ lennének.

5.1.1. vGLUT1 és vGLUT2, mint a kortikalis és szubkortikalis serkent6 terminali-
sok markere

Ahhoz, hogy egyértelm( képet kapjunk a kortikdlis és szubkortikélis 6ridsbemenetek el-

rendez6désérdl a talamuszban, a hagyomdnyosan hasznalt palyakovetd eljarasok helyett

immuncitokémiai markereket kell védlasztanunk. Hisz a palyakdvetd anyagok segitségé-

vel lehetetlen minden rostot megjeldlni, igy sokszor megismételt beaddsok utdn is csak

hozzéavetbleges informacidval rendelkezhetiink egy adott palya lefutdsardl.

Mivel mi a serkent$ driver bemenetei alapjan kivantuk felosztani a f6eml&sok tala-
muszat, igy sziikségiink volt egy olyan markerre, ami alapjin egyértelmien elkiilonithe-
toek egymastol a kéreg feldl és a kéreg alatti struktirdk fel6l érkezd serkent6 végzddések.
Mind a vGLUT1-et, mind a vGLUT?2-t széles korben alkalmazzak a kortikalis és szub-
kortikdlis axonvégzddések szelektiv megjelolésére (Lavallée és mtsai., 2005; Graziano
és mtsai., 2008; Masterson és mtsai., 2009), igy mi is ezt a két markert valasztottuk a
munkank soran. Azt, hogy az altalunk hasznalt anyagon is egyértelmiien elkiilonithetd
festést eredményez a két antitest elleni immunreakcid, kétféleképpen teszteltiik: egyrészt
kettds fluoreszcens immunjeloléssel (6. dbra A - F), masrészt DAB €s eziist intenzifikalt

aranyszemcse jeloléssel, melyet elektronmikroszkopos szinten is megvizsgaltunk (10. és
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VPL vGLUT2 vGLUT1

6. dbra. Nagy nagyitasu fluoreszcens képek vGLUT1- és vGLUT2-immunoreaktiv termi-
ndlisokrdl. A-C, A vGLUT?2 (A, z6ld) és a vGLUT]1 (B, piros) fehérjék egymassal nem
atfed6 axonvégzbddésekben taldlhatéak a majom VPL-ben. A nyilak szubkortikalis Orids-
végzddésekre mutatnak. D-F, A capsula internabdl szarmazé anterograd médon megjelo-
16do6tt végzddés (zold szinben, D) vGLUT 1-immunoreaktivitast mutat (piros fluoreszcens
jelolés, E) a pulvinar teriiletén. Skdla: 10 pm.

15. dbra). Egyik mddszer sem utalt a két antigén egyiittes el6forduldsara egy termindlison
beliil, ami a terminalisok kiillonbozd eredetére utal.

Hérom allatban az agykéreg kiilonboz6 teriileteire anterograd palyakovetd anyagot
(biotinilalt dextran amin, BDA) adtunk be. A BDA-jelolt kortikalis éridsterminalisok tér-
beli eloszlasa atfedett a vGLUT 1-immunoreaktiv éridsterminalisok elhelyezkedésével. A
palyakovetd €s immuncitokémiai mddszer egyiittes alkalmazadsa megerdsitette a korabbi
kettés immunjellés eredményeit. Mindezt a vGLUT1 és BDA kolokalizéacidja is bizo-

nyitja az 6. abran.
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5.1.2. Orias vVGLUT2 tartalmi végzédések a talamuszban

A vGLUT?2 immunjel6lés nagy méretii (2 — 7 pm) szabdlytalan alaku strukturdkat jelolt
meg szamos talamikus régidban (8. dbra) fénymikroszkdépos szinten. Elektronmikrosz-
képos mintat véve két jol karakterizalt elsérenddi talamikus régiobdl, a lateral genicu-
late nucleus (LGN), a ventral posterolateral és posteromedial (VPL/VPM) teriiletér6l be-
igazolddott, hogy a fénymikroszképpal megfigyelt struktirdk val6jaban RL-tipusu nagy
axonvégzbddések voltak, melyek tobb mitokondriumot tartalmaztak, illetve tobbszoros szi-
napszist és puncta adherentia sort képeztek a célelemiikkel (8. dbra). Emellett gyakran
vezikula-tartalmu dendrit volt a célelem (triddot alkotva), ami ugyancsak jellemz6 a jol
karakterizalt RL-tipusu végzddésekre (Colonnier , Guillery, 1964). Az elektronmikrosz-
képos mintdkban minden RL-tipusd végzdés pozitiv volt a vGLUT?2 immunjelolésre (n
= 160), mig mds struktirdk nem. A vGLUT1 immunjel6lés egyetlen RL-tipusu termind-
list sem jelolt meg a vizsgdlt régidkban. A termindlisok méretét egyedi elektronmikrosz-
képos szinteken mértiik le (ldsd Anyagok és mddszerek fejezet). Mivel a termindlisok
méreteinek halmaza nem normaél eloszlast volt, hanem a nagyobb méretek felé ferde el-
oszlast mutatott (Shapiro—Wilk teszt, W = 0,941, p = 0,0264 az LGN-re és W = 0,821,
p = 0,000001 VPL-re) nem-parametrikus statisztikai teszttel hasonlitottuk 6ssze a kiilon-
boz6 teriiletekrdl szarmazo értékeket. Az RL-tipusi terminalisok mérete nem kiilonbozott
az LGN-ben a VPL RL-tipusi terminélisaitl (LGN medidn, 6,02 pm?; els6t8l harmadik
kvartilis, 4,63 — 8,46 um?; n = 44; VPL medidn, 4,45 um?; els6tdl harmadik kvarti-
lis, 3,20 — 6,12 pm?; n = 116; p = 0,913). A nagy vGLUT2-es végz8dések egyenldtlen
térbeli eloszlast mutattak a talamuszban. Strti vGLUT?2 pozitivitds jellemezte a f6 szen-
zoros magokat, mint az LGN (retindlis bemenetek), VPL/VPM (szomatoszenzoros be-
menetek) és a MGN anterior része (inferior colliculus kozvetitette hallasi bemenetek) (8.
abra C). Mindez megegyezik az irodalomban fellelheté adatokkal (Colonnier , Guillery,
1964; Wilson, 1989; Boivie, 1979; Rausell és mtsai., 1992; Molinari és mtsai., 1995). A
stiri vGLUT?2 jelolés a VPL/VPM komplextdl rosztrdlisan is elnyult, és kiterjedt a tel-
jes ventrolateral nucleus (VL) teriiletére. Ezek a szubkortikalis bemenetek a mély kisagyi
magok felSl érkeznek (Rouiller és mtsai., 1994; Percheron és mtsai., 1996). Ahol a moto-

ros talamusz (VL) 6sszeolvadt a laterdlis pallidorecipiens, illetve medidlis nigrorecipiens

talamusszal (lateralis, ill. medidlis ventral anterior nucleus, VAL, ill. VAM) a vGLUT2
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7. dbra. A vGLUT2 immunjel6lés térbeli eloszldsa a majom motoros talamuszdban. A-F,
Sziirkével szinezett régiok jelolik a vGLUT2-immunoreaktiv Oridstermindlisokat tartal-
maz6 talamikus régidkat hat koronélis talamusz metszeten. A rajzokon feltiintetett mag-
hatdrok Paxinos 2000-es atlaszabdl szarmaznak (cb, cerebellorecipiens talamusz; nigr,
nigrorecipiens talamusz; pal, pallidorecipiens talamusz). A vGLUT2-es régid (sziirke)
nagy vonalakban egybeesik az atlaszban feltiintetett cerebellorecipiens teriilettel. A B
és C dbran lathaté vGLUT2-es foltok megegyeznek a kisagyra vonatkoz6 palyakovetd
vizsgélatok sordn kapott foltokban megjelend cerebelldris végzddésekkel. G, H, Nagy
nagyitdsu fénymikroszképos felvételek vGLUT2-immunfestett nigrorecipiens (G) és ce-
rebellorecipeins (H) talamuszbdl. A nagy vGLUT2-pozitiv termindlisok teljes mértékben
hidnyoznak a nigrorecipiens talamuszbodl, mig siirlin boritjdk a cerebellorecipiens tala-
muszt (nyilak). Az A abrén feltiintetett sziirke nyilhegy az elektronmikroszkopos vizs-
gdlatokhoz atdgyazott régiéra mutat, mig a fekete nyilhegyek az A és F dbran a G és
H fénymikroszkdpos képek helyeire mutatnak. Roviditések: mt, mammillothalamic tract;
AV, anteroventral nucleus; ZI, zona incerta; Rt, reticular nucleus; iml, internal medullary
lamina; VAL, ventral anterior nucleus, lateral part; VAM, ventral anterior nucleus, medial
part; VL, ventrolateral nucleus. Skdla: A-F, 2 mm; G, H, 50 ym

jelolés is foltokra esett szét.

A talamusz rosztrdlis metszetein az anterior magcsoport mutatott még stiri vG-
LUT2 jelolést, az emld alaki testek feldl érkez6 szubkortikdlis bemenetnek megfelelGen
(Vicq d’Azyr, 1786) (7. és 8. dbra).

Elektronmikroszképos vizsgdlatokkal igazoltuk, hogy a fénymikroszképpal nagynak

latsz6 vGLUT2-pozitiv végz8dések valéban RL-tipusiak voltak, s6t minden RL-tipust
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végzddés vGLUT2-pozitivitdst mutatott, mig mds struktira nem. A vGLUT1 immunjelo-
1és nem jelolt meg egyetlen RL-tipusu termindlist sem a vizsgélt régidkban.

Erdekes médon tobb, kordbban magasabbrendi funkcidkkal azonositott (tehat korti-
kalis driver beidegzéssel jellemzett) talamikus régidba érkezett kéreg alatti struktiirdkbdl
serkentd irdnyité bemenetet (8. dbra C). Ilyen teriiletek a medidlis mediodorsal nucleus a
mellette talalhaté midline magokkal egyiitt, a rosztralis intralaminéris mag (CL) a medi-
odorsal nucleus paralamellaris részeivel egyiitt, és az anterior és laterdlis pulvinar egyes
részei. Ezzel ellentétben, a talamusz nagy részérdl teljesen hidnyoztak a szubkortikalis

irdnyité bemenetek (8. dbra C).
5.1.3. Orias vGLUT1 tartalmi végzédések a talamuszban

A Kkett0s kortikdlis beidegzésnek megfelelden (hatodik és 6todik rétegi piramis sejtek feldl
érkez6 bemenetek) kis és nagy méretdi vGLUT1 tartalmu végzddéseket tudtunk elkiiloni-
teni a talamuszban fénymikroszképos szinten (Rouiller , Welker, 2000). A kis méretd (<
1 pm atmérdvel rendelkezd) végzddések siirlin beboritottdk a teljes talamusz teriiletét (9.
abra A, C). Elektronmikroszképos szinten a kis méretii termindlisokrol kideriilt, hogy va-
I6ban kortikalis hatodik rétegbdl szarmazé RS-tipusi végzddések: egyszeres szinapszist
alkottak a célelemiikkel, nem rendelkeztek punctum adherens sorral, €s ritkdn tartalmaz-
tak mitokondriumot (9. dbra B) (Jones , Powell, 1969; Ralston , Herman, 1969). A kis
termindlisok keresztmetszetének teriilete egy nagysdgrenddel kisebb volt, mint az RL-
tipust termindlisok teriilete (median, 0,47 umz; els6tdl harmadik kvartilis, 0,19 — 1,09
pwm?; n =58 a VPL-ben mérve; p = 0,000001).

Fénymikroszképos szinten a talamusz nagy részét kizarélag kis méretli kortikalis
serkentd végzddések boritottdk be (9. dbra A, B). Azonban akadtak olyan régidk is, ahol
egyértelmiien elkiilonithetd vGLUT1-tartalmu 6ridsvégzddéseket lehetett azonositani a
kis kortikdlis végzddések mellett (9. dbra C, D). Elsdsorban a mediodorsalis és a pulvi-
nar magok teriiletén taldlkoztunk vGLUT1-pozitiv éridstermindlissal (9. dbra E); mindez
megegyezik a palyakovetd vizsgdlatok eredményeivel (Schwartz és mtsai., 1991; Takta-
kishvili és mtsai., 2002; Cappe és mtsai., 2007). Emellett egy kis régiéban a VPL/VPM
és a VL magoktdl ventrilisan szintén el6fordultak kortikdlis irdnyité bemenetek. Egyes
vizsgdlatok szerint ez a talamikus régi6 a ventral posteroinferior mag (VPI) (Jones, 2007),

és feltehetdleg a fajdalmi érzékelésben lehet szerepe (Apkarian , Shi, 1994).
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C

8. dbra. vVGLUT2-immunoreaktiv végz6dések a makakotalamuszban. A, Fénymikroszko-
pos felvétel egy DAB-Ni kromogénnel elShivott vGLUT2-pozitiv termindlisrél a VPL
teriiletérdl. B, Nagy nagyitdsu elektronmikroszképos kép egy vGLUT2-pozitiv termina-
lisrdl (b), ahol eziist intenzifikalt aranyszemcse volt a kromogén (apré fekete szemcsék).
Az axonvégz6dés egy tipikus RL-tipusi végzddés: nagy méreti, tobbszords mitokondria
keresztmetszettel, puncta adherentia sorral (nyilhegyek), tobbszoros szinpaszissal (nyilak)
rendelkezik. C, A nagy vGLUT2-pozitiv termindlisok térbeli eloszldsa a majom talamusz
négy korondlis szintjén. Ezen a négy szinten is jol latszik, hogy nagy teriiletekrdl teljesen
hidnyoznak a vGLUT?2 jel616désti termindlisok. Roviditések: APul, anterior pulvinar; AV,
anteroventral; bsc, brachium of superior colliculus; CM—Pf, centromedian—parafascicular;
fr, fasciculus retroflexus; Ipul, inferior pulvinar; LD, laterodorsal; LGN, lateral genicu-
late nucleus; LPul, lateral pulvinar; MD, mediodorsal; MGN, medial geniculate nucleus;
MPul, medial pulvinar; VA, ventral anterior; VL, ventrolateral; VPL, ventral posterolate-
ral; VPM, ventral posteromedial; Rt, reticular thalamus. Skdla: A, 20 ym; B, 0,5 um.

Elektronmikroszkopos vizsgélatokkal igazoltuk, hogy a laterdlis pulvinarban fény-
mikroszképpal azonositott vGLUT1-pozitiv éridstermindlisok megfeleltek az RL-tipusd
axonvégzddések kritériumanak (nagy méret, tobbszoros szinapszis, punctum adherentia
sor, szdmos mitokondrium, triddok jelenléte; 9. dbra D). Tulajdonsagaik alapjan megélla-
pitottuk, hogy val6jaban kortikélis 6todik rétegi végzodésekkel volt dolgunk (Deschénes
és mtsai., 1994; Bourassa , Deschénes, 1995; Bourassa és mtsai., 1995). Az RL-tipust
axontermindlisok keresztmetszetének mérete a laterdlis pulvinarban nem kiillonbozott a

VPL vagy az LGN vGLUT2-pozitiv drivereinek méretétdl (medidn, 4,56 pm?; els6tsl
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9. dbra. vGLUTI-immunoreaktiv végz6dések a majom talamuszdban. A, Fénymikrosz-
képos felvétel egy vGLUT1-immunjelolt metszetr6l a VPL teriiletérdl, ahol kizardlag
kis méretd vGLUT1-immunoreaktiv termindlisok taldlhatéak. B, Elektronmikroszképos
szinten ezek a végzddések (b, eziist-intenzifikalt aranyszemcse jelolés) az RS-tipusu ter-
mindlisok tulajdonsdgaival egyeznek meg, gy mint: kis méret, maximalisan egy, eset-
leg kett6 mitokondrium keresztmetszet, punctum adherens hidnya, egyszeres szinapszis
(nyil). d, posztszinaptikus dendrit. C, A laterélis pulvinar teriiletén a kis méreti vGLUT1-
immunoreaktiv termindlisok mellett nagy vGLUT1 tartalmu végz6dések fellelhetéek mar
fénymikroszkopos szinten is. D, Elektronmikroszképos szinten ezek a végzddések (b,
eziist-intenzifikalt aranyszemcse jel6lés) az RL-tipusu terminalisok tulajdonsdgaival ren-
delkeznek. Nyilak, szinapszisok; nyilhegyek, puncta adherentia; d, posztszinaptikus dend-
rit. E, A vGLUT1-pozitiv dridsterminélisok térbeli eloszldsa a majom talamuszanak négy
korondlis metszetén. Nemcsak az elsdrendd régiokbol, de szdmos magasabbrendd terii-
letrdl is hidnyoznak a fénymikroszkdppal azonosithaté vGLUT1-immunoreaktiv Orids-
végzddések. Roviditések: APul, anterior pulvinar; AV, anteroventral; bsc, brachium of
superior colliculus; CM-Pf, centromedian—parafascicular; fr, fasciculus retroflexus; Ipul,
inferior pulvinar; LD, laterodorsal; LGN, lateral geniculate nucleus; LPul, lateral pulvi-
nar; MD, mediodorsal; MGN, medial geniculate nucleus; MPul, medial pulvinar; VA,
ventral anterior; VL, ventrolateral; VPL, ventral posterolateral; VPM, ventral posterome-
dial; Rt, reticular talamusz. Skéla: A, C, 20 ym; B, D, 1 pym.
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harmadik kvartilis, 3,34 — 5,75 um?; n = 64; Bonferroni-korrigélt két oldald ¢-teszt, p = 1
mindkét magra).

A kortikélis driverek térbeli eloszldsa nem volt egyenletes azokban a magokban sem,
ahol egyéltalan jelen voltak (9. dbra E). Pontosabban a mediodorsal magban csak a centra-
lis régidban fordultak eld, a pulvinarnak az anterior, laterdlis, és inferior aspektusdban, de
a medidlis régidiban nem. Vizsgalataink megmutattak, hogy szamos magasabbrendiinek
tekintett régid teriiletérdl hidnyoznak a kortikalis driver bemenetek; ilyen régio a rosztralis

intralaminéris magok vagy a centromedian-parafascicular komplex teriiletei.

5.1.4. A kortikalis és szubkortikalis driverek konvergenciaja

A vGLUTI- és vGLUT2-immunoreaktiv 6ridsvégzddések mar az elsd vizsgdlatok sordn
is feltinben egymadssal komplementer (nem atfedd) eloszlast mutattak a f6emldsok ta-
lamuszaban. A hatarvonalak alapos feliilvizsgalataval azonban kitlint néhany régid, ahol
elképzelhet6 a kortikdlis és szubkortikalis driver bemenetek egy relésejtre torténd kon-
vergencidja. Ezek a hatdrvonalak a kovetkezd helyeken fordultak el6: a mediodorsal és a
centrolateral magok taldlkozasdndl, a VPI és VPM dtmenetben, valamint a ventrolateral
mag és anterior vagy lateral pulvinar d&tmenetnél. Az inferior pulvinar medidlis részén is
taldlkoztunk egymassal atfedd6 vGLUT1-es és vGLUT2-es nagy butonokkal. (A konver-
gens zénak pontos helyei a 16. dbran lathatdak.)

Kettosfestett (DAB és DAB-Ni) fénymikroszkopos metszeteken jol elkiilonithetéek
voltak egymastol a vGLUT1-es és vGLUT2-es 6ridstermindlisok. A hatdrzéndkra fékusz-
alva két mintazatot lehetett azonositani. A mediodorsal mag medidlis részén a kortikalis és
a szubkortikalis driverek egyértelmien szegregaldodtak (10. dbra A). Ezzel szemben a late-
ralis pulvinar laterélis felén (VL hatarteriiletein) a kortikdlis és szukortikdlis driverek ho-
mogén modon keveredtek egymadssal (10. dbra B). A konvergens régiok elektronmikrosz-
képos vizsgdlata aldtdmasztotta, hogy mind a vGLUT1-, mind a vGLUT2-immunoreaktiv
termindlisok valéban driver bemenetek (RL-tipusidak) voltak, és ténylegesen egyméshoz
nagyon kozel helyezkedtek el (az anterior pulvinar esetében kevesebb, mint 5 ym-en be-
liil) egy elektronmikroszképos metszeten (10. dbra C). Azt, hogy a kiilonboz6 eredeti
driver bemenetek valdjdban egyazon relésejtet is beidegeznének, nem tudtam megélla-

pitani, mivel az sokkal részletesebb kovetéses vizsgalatokat igényelt volna, ami a jelen
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10. dbra. A nagy vGLUTI- és vGLUT?2 tartalmud termindlisok konvergencidja. A, B,
vGLUT1-immunoreaktiv (piros pontok) €s vGLUT2-immunoreaktiv (z6ld pontok) orids-
végzbddések térbeli eloszldsa kettds immunfestett metszeteken a mediodorsal nucleus (A)
és a pulvinar teriiletérdl (B). A mediodorsal mag teriiletén feltind a kétféle végzddés elkii-
I6niilése, mig a pulvinarban homogén médon keverednek a bemenetek. C, Elektronmik-
roszkopos felvételek az anterior pulvinarbdl, ahol egy nagy vGLUT1-immunoreaktiv (b1,
eziist intenzifikélt aranyszemcse) buton nagyon kézel (3 pm-en beliil) van egy vGLUT2-
pozitiv (b2, DAB csapadék) végzodéshez. D, Korrelalt fény (beszurt abra) és elektronmik-
roszkopos felvétel az anterior pulvinar teriiletérdl egy vGLUT2-immunoreaktiv dridster-
mindlisrél (b1, barna DAB csapadék) és egy a kozelében levs a kéreg feldl anterograd
moédon megjelolddott kortikalis oridstermindlisrdl (b2, fekete DAB-Ni csapadék). Mind-
két 6ridsvégzbdés RL-tipusu tulajdonsagokkal rendelkezik. Skala: A, B, 50 pum; C, 2 pm;
D, 1 pum; beszurt dbra, 20 pm.

munkdban nem volt redlis cél.

A kettSsfestett immunhisztokémiai eredményeket anterograd palyakovetd anyagot
haszndlva is megerdsitettilkk (n = 3 majom). A kortikalis injektdl4s hatdsara kis és nagy
termindlisok rajzoldédtak ki a talamuszban. Mivel a beadasi helyek két esetben a motoros
kérget érintették, a kis méretd végzddések féleg a ventrolateral magra koncentralddtak.

A capsula interna ventralis részébe tortént beadds soran ugyancsak hasonlé mintazat-

tal taldlkoztunk a talamuszban. BDA-to1tott dridstermindlisokat csak azokon a helyeken
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11. abra. Talamikus régidk szubkortikdlis €s kortikdlis driver bemenetek nélkiil. A, B,
Fénymikroszképos képek vGLUT2- (A) és vGLUTI1-immunjelolt (B) metszetekrdl a
ventral anterior mag teriiletér6l azt a megfigyelést tdmasztjak ald, miszerint ezen a te-
rilleten nincsenek a két marker altal jelol6dé serkentd oridsvégzddések. C, D, Elektron-
mikroszképos szinten a vVGLUT1-pozitiv végzddésekre az RS-tipus jellemz6. E, A ventral
anterior magban fellelhetd 6ridsvégzddések a vGLUTI jelolés sordan nem festédnek, de
posztembedding GABA reakci6 utdn egyértelmiien gatld termindlisként azonosithatdak.
A beszirt dbrdn egy vGLTU1-immunoreaktiv termindlis 1dthat6 ugyanakkora nagyitassal,
mint az E dbran. Skdla: A, B, 20 um; C, D, 500 nm; E és besztrt dbra, 1 ym.

taldltunk, ahol a vVGLUT1 immunjeloléssel is lattunk kortikélis drivereket (mediodorsal
mag, pulvinar). Kettés immunfluoreszcens festéssel igazoltuk, hogy a kortikdlis éridster-
mindlisok vGLUT1-et expresszdlnak (6. dbra D-F). A hdrom allatbdl kettGben néhany
BDA-jelolt kortikdlis driver potencidlis konvergens teriiletre érkezett, a vGLUT2-es 6ri-

asbutonok kozé dgyazddott be (10. dbra D).
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5.1.5. Drivermentes teriiletek

A vGLUT1 és vGLUT? tartalmu éridstermindlisok fénymikroszkdpos feltérképezése so-
ran kitlint, hogy a talamusz jelentss része (kb. 35%) nem rendelkezik semmilyen driver
bemenettel sem. Azért, hogy kizarjuk az esetleges technikai, mérési hibdkat, elektron-
mikroszképos szinten is megvizsgaltuk, vajon felfedezhet6-e ezekben a régidokban barmi-
nemd RL-tipusu struktira. A ventral anterior mag koztudottan a bazalis el6agybol (VAL),
illetve a substantia nigrab6l (VAM) kapja a bemeneteit (Ilinsky és mtsai., 1985; Rouil-
ler és mtsai., 1994). Mégis, a vGLUT2 immunjel6lés nem eredményezett azonosithatd
termindlisokat a VA teriiletén (11. dbra A). Viszont vGLUT1 immunjeloléssel is csak
kis méretd butonok rajzoldédtak ki. A fénymikroszképos adatokat megerdsitve, intenziv
elektronmikroszképos vizsgalat sordn sem keriilt el egyetlen RL-tipusu struktira sem.
Minden fellelhetd vGLUT1-jelolt buton az RS-tipusba tartozott: a termindlisok kereszt-
metszete kicsi volt, maximélisan két szinapszist képeztek a célelemmel, egy mitokondri-
umndl ritkdn tartalmaztak tobbet, és hidnyzott réluk a puncta adherentia sor (11. dbra C,
D és beszirt dbra az E-n). Osszehasonlitottuk a vGLUT 1-immunoreaktiv terminalisokat
a VA és a VPL teriiletén (ahol csak hatodik rétegbdl szdrmazd, RS-tipusi végzddések
vannak jelen), és méretben nem taldltunk kiilonbséget a két csoport kozott (Bonferroni
korrigalt két oldald z-teszt, p = 1; VA median, 0,40 m?; els6tdl harmadik interkvartilis,
0,30 — 0,55 wm?; n = 83; VPL medidn 0,43 pum?; els6tdl harmadik interkvartilis, 0,29 —
0,56 um?; n = 58).

Ennek ellenére a ventral anterior mag neuropilje (mds talamuszteriiletekhez hason-
16an) szdmos hatalmas, multiszinaptikus, puncta adherentia sorral és szamos mitokondri-
ummal rendelkez6 axonvégzddést tartalmazott. Csakhogy ebben az esetben ezek a végzo-
dések GABAerg bemenetek, mint ahogy arrdl a sajit bedgyazds utdni GABA festésiink,
vagy szdmos korabbi publikacié tandskodik (Kultas-Ilinsky , Ilinsky, 1990; Kultas-Ilinsky
és mtsai., 1997; Bodor és mtsai., 2008). Minden altalunk talélt 6ridsvégzddés ebben a ré-

giéban GABA-pozitivitadst mutatott (n = 20; 11. dbra E és 12. dbra).

5.1.6. Az RL-tipusu végzodések valtozatossaga

Fénymikroszkopos szinten a ventral anterior mag mellett més talamikus régiokbdl is hi-

anyoztak a serkent$ dridstermindlisok. Ilyen teriilet volt a medialis pulvinar vagy a la-
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12. dbra. Nagy nigrotalamikus GABAerg butonok térbeli rekonstrukcidja. A-B, Két termi-
ndlis l4thato6 két kiilonb6z6 nézetben. Szinkdd: sarga, aktiv zona; kék, puncta adherentia;
piros, termindlis membrén; z6ld, glia. Al, A2, Minden aktiv zéna a buton ugyanazon
oldalan taldlhat6. Puncta adherentia sor a buton centrilis feliiletén, mig az aktiv zondk
attol lateralisabban helyezkednek el. B1, B2, az el6z6 butontdl eltéréen a buton tiloldalan
is kialakul két aktiv zéna, melynek a posztszinaptikus eleme egy interneurondendrit. Az
elektronmikroszkdpos felvételeket és térbeli rekonstrukciét Bodor Agnes végezte. Skdla:

1 ym

terodorsal nucleus (13. dbra). A medidlis pulvinarban a fénymikroszkopban tapasztalt
vGLUT1-jelolt végzbdések homogenitasanak ellenére elektronmikroszképos szinten két-
féle vVGLUT1-immunoreaktiv végzddést lehetett azonositani. A végzddések tobbsége az
RS-tipusidakhoz tartozott, a kisebbségiik viszont RL tulajdonsdgokkal rendelkezett (tobb-
szoros aktiv zona, szamos mitokondrium keresztmetszet, puncta adherentia sor, 13. dbra
B). Habdr a medidlis pulvinarban taldlhaté driverek mérete kevesebb, mint a fele volt
(median, 2,24 qu; elsotdl harmadik kvartilis, 1,64 — 2,83 ,qu; n = 50), mint akér a la-
terdlis pulvinarbdl szdrmazé kortikélis driverek mérete, vagy a VPL/LGN-bSI szdrmazd
szubkortidlis driverek mérete (p < 0,00001 mPUL vs. LPUL/VPL/LGN; 14. dbra A). Eh-
hez hasonl6an a laterodorsal nucleusban is taldlkozhattunk multiszinaptikus vGLUT1-
immunoreaktiv RL-tipust butonokkal, melyek mérete ugyancsak kisebb, mint a kordbban
bemutatott RL-tipust végz6dések mérete a laterdlis pulvinarban (Bonferroni korrigalt két
oldalu z-teszt, median, 1,76 ,um2; els6tdl harmadik kvartilis, 0,97 — 2,27 ,qu; n=35p=
0,00001; 13. abra D, 14. dbra A).

Ezen eredmények alapjan vildgosan latszik, hogy a vGLUT1-tartalmi RL-tipusu

végzbdések jelentds méretbeli heterogenitassal rendelkezhetnek a talamuszban. A kis mé-
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13. abra. Kis méretli RL-tipusu axonvégzddések. A-D, Fény (A, C) és elektronmikrosz-
képos (B, D) felvételek vGLUT1-immunjelolt metszetekr6l a medidlis pulvinar (mPUL;
A, B) és a laterodorsal mag (LD; C, D) teriiletérél. Fénymikroszkopos szinten nem azo-
nosithatéak a vGLUT1-pozitiv 6ridsvégz6dések (a fehér nyil egy csoport kis termindlisra
mutat a C dbrédn). Elektronmikroszk6pos nagyitassal viszont mind a medidlis pulvinarban
(B), mind a laterodorsal magban (D) a vGLUT1-pozitiv végzddések egy része (b, eziist-
intenzifikdlt aranyszemcse) RL tulajdonsdgokat mutat (t6bbszords mitokondria; punctum
adherentia sor, nyilhegyek; Osszetett szinapszis, nyilak). Ezek az RL-tipusi végzddések
szignifikdnsan kisebbek és kevésbé Osszetett struktirdk, mint a laterdlis pulvinar vagy
a VPL dridstermindlisai. Skdla: fénymikroszképos képek, 20 pm; elektronmikroszképos
képek, 500 nm

retli RL-tipusud butonokat fénymikroszképos szinten nem lehetett elkiiloniteni a hatodik
rétegi termindlisok tengerében, de elektronmikroszkdépos szinten nyilvanvaléva valtak a
kiilonbségek.

Nemcsak a vGLUT1-tartalmi, de a vGLUT2-t expresszal6 driverekben is fellelhetSk
szignifikdns méretbeli kiilonbségek és magspecifikussdgok. Példdnak okdért a medidlis
mediodorsal magban a vGLUT2-pozitiv végz&dések mérete fele volt az LGN-ben mért
RL-tipust termindlisok méretének (medidn, 2,78 ,qu; interkvartilis, 2,16 — 3,91 ,um2; P
< 0,001; n = 44; 14. abra B.). Emellett a laterodorsal nucleus kis szdmban szintén tartal-
mazott az atlagnal (LGN, VPL) kisebb méretli vGLUT2-pozitiv RL-tipust terminélisokat
(Bonferroni korrigalt két oldald ¢-teszt, medidn, 2,02 um?; kvartilis, 1,42 — 3,00 um?; n
=12; p < 0,001 az LGN-hez hasonlitva és p < 0,05 a VPL-hez hasonlitva).
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14. abra. A vGLUT?2- és vGLUT 1-pozitiv termindlisok méretbeli magspecifikus valtoza-
tossdga. A, Box plot (medidn, interkvartilisok, 5 - 95%-os tdvolsaga) a vGLUT1-pozitiv
RL-tipust termindlisok (LPUL, MPUL, Pf, LD) és RS-tipusu termindlisok méretérdl. B,
Box plot a vGLUT2-pozitiv RL-tipusi termindlisok (LGN, VPL, MD, CL, LD) kereszt-

2.2

metszetének teriiletér6l. Az MPUL-ban, Pf-ben és az LD-ben szignifikdnsan kisebbek a
vGLUT1-immunjelolt RL-tipusd termindlis keresztmetszetek, mint a laterdlis pulvinar-
ban. A VA teriiletén a vGLUT1-es végzddések mérete nem kiilonbozik a VPL-ben mért
RS-tipusi termindlisok méretét6l. Ehhez hasonldéan, a vGLUT2-es végzddések kozott is
szignifikdns kiilonbségek fedezhet6k fel. Roviditések: CL, centrolateral; LD, laterodor-
sal; LGN, lateral geniculate nucleus; LPUL, lateral pulvinar; MD, mediodorsal; MPUL,
medial pulvinar; Pf, parafascicular, VA, ventral anterior; VPL, ventral posterolateral. * p
<0,05; ** p < 0,001.

5.1.7. Intralaminaris magok

A talamuszkutatds egyik gécpontjdnak szamité intralaminaris magok egy kiilon fejezetet
érdemelnek, hisz a magkomplex jelentdsége a tudatos €s magasabb rendii folyamatok-
ban régota ismert és kutatott (Castaigne és mtsai., 1981; Laureys és mtsai., 2000; Schiff
és mtsai., 2007; Yamamoto és mtsai., 2010).

Az intralaminaris magok két f6 részre oszthatéak: a kauddlis centromedian-
parafascicular komplexre (CM-Pf komplex) és a rosztralis centrolateral magra. A CM-
Pf komplex esetében vGLUT1-pozitiv RL-tipusti terminalisok nagyon ritkdn fordultak
eld. Intenziv keresés utdn is mindossze kilenc olyan termindlist taldltunk, ami megfelelt
az RL-kritériumainak. Ezeknek a mérete a kis méretli RL-tipusd termindlisok méretével
egyezett meg, mint amilyeneket a medidlis pulvinarban vagy a laterodorsal nucleusban
lathattunk (median, 1,78 um kvartilis, 1,29 — 2,06 um 14. abra A). A ventral anterior
maghoz hasonléan a CM-Pf komplex teriiletén is el6fordultak multiszinaptikus GABA-

pozitiv éridsvégzddések, mint ahogyan arra kordbbi publikaciok is felhivjdk a figyelmet
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15. abra.
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15. abra. A rosztrélis intralaminaris mag serkentd idegvégzdései. A-D, Az intralaminaris
mag elkiilonitése az azt koriilvevd strukturaktodl. Kis nagyitasi felvétel harom szomszédos
calbindin- (A), vGLUT1- (B) és vGLUT2- (C) immunjelolt metszetr6l. Az intralaminaris
mag hatérai csak a calbindin festésen kiilonithetdk el egyértelmiien. A nyilak a mindhé-
rom metszeten lathaté kapillris keresztmetszetekre mutatnak. A szintérkép (D) az 6ri-
astermindlisok eloszldsat mutatja (z6ld, nagy vGLUT2 végz6dések; piros, nagy vGLUT1
végzddések). A vGLUT?2 jelolés alapjan lathatd, hogy az intralaminaris magba a tle late-
rlisan taldlhaté VPL teriiletéhez hasonldan szubkortikélis bemenetek érkeznek, nem ugy
mint az intralaminaris magt6l medidlisan taldlhaté6 mediodorsal magba. E-G, nagy na-
gyitasu fénymikroszkdpos képek az A-C dbra kék négyzettel jelolt teriileteirdl. Lathato,
hogy a CL teriiletén nincsenek vGLUT 1-pozitiv 6ridsvégzddések, mig a vGLUT2-pozitiv
végzddések kozott fellelhetSk kozepes méretd butonok (nyilak a G abran). H, Elekton-
mikroszképos szinten lathatd, hogy a vGLUT1-pozitiv végzddések (b) RS-tipusba sorol-
hatéak. I, Kett6s immunjelolt metszeten szembet(ind a méretbeli kiilonbség a vGLUT2-
pozitiv RL-tipusu butonok (b1, b2, DAB csapadék) és az RS-tipusi vGLUT 1-pozitiv vég-
z6dések kozott (b3, eziist intenzifikalt aranyszemcse). Skdla: A—C, 2 mm; E, 100 ym; EG,
20 pm; HI, 1 pm.

(Kultas-Ilinsky és mtsai., 1997).

A rosztrélis intralaminaris mag (CL) egy keskeny struktdra a mediodorsal nucleustol
lateralisan. Az altalunk hasznalt vGLUT1-, illetve vGLUT2 immunfestéssel az intrala-
minaris mag hatdrait nem lehetett egyértelmiien azonositani. Eppen ezért calbindin-D28
immunjeldléshez folyamodtunk, ami a rosztralis intralaminaris sejteknek jol karakterizalt
markere (Jones, 2007). Ezt kovetben a szomszédos metszeteket el6hivtuk vGLUT]1, ill.
vGLUT?2 elleni antitesttel, majd a kapillarisok alapjdn kivalasztottuk az azonos teriileteket
mindhdrom metszeten ( 15. abra A-G).

A CL teriiletén a vGLUT1-pozitiv végzddések szinte kizarolag csak RS tulajdonsa-
gokkal rendelkeztek. Intenziv keresés utan is mindossze két végzddésre illett ra az RL-
tipust termindlisokra feldllitott kritériumunk. Ugyanez a régi6 ezzel szemben vGLUT2-
pozitiv drivereket tartalmazott nagy szamban, melyek mérete alul maradt a VPL/LGN-ben
fellelhetd driverek méretétdl, de megegyezett a mediodorsalis mag szubkortikdlis drive-
reinek méretével (median, 2,82 ,qu; kvartilis, 2,15 — 4,32 ,qu; n =49; 14. abra B). A
rosztralis intralaminaris mag teriiletén fellelhetd szubkortikalis driverek jelenléte egybe-
vag az irodalomban leirt superior colliculusbél (Harting és mtsai., 1980) és a gerincveld-

bdl (Apkarian , Shi, 1994) ide érkez6 bemenetekkel.
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5.1.8. A talamusz drivertérképe

A fény- és elektronmikroszkdpos eredményeink alapjan a vizsgdlt hét majom adatait fi-
gyelembe véve elkészitettilk a makdko talamuszéanak teljes drivertérképét (16. dbra). A
térképen megjelenik a driverek eredete (kortikélis vs. szubkortikdlis), a mérete (nagy vagy
kozepes), illetve a kiilonboz6 eredetli driverek konveregencidja, szegregacidja. Mindeze-
ket figyelembe véve a majom talamuszban hat kiilénb6z6 tipust driver el6fordulast kiilo-
nitettiink el: (1) kizar6lag vGLUT2-tartalmu 6ridsbemenettel rendelkezd régidk - zolddel
jelolve a 16. dbrén, (2) kizarélag vGLUT1-tartalmu 6ridsbemenettel rendelkezd régidk -
piros szinnel jeldlve az dbran, (3) vGLUT2- és vGLUT1-pozitiv drivereket egyarant tar-
talmazo, konvergens régiok - sarga szinnel jelolve az dbran, (4) RL-tipusu végzédéseket
nélkiil6zo teriiletek - fehérrel jeldlve az abran, (5) kizarélag kis méretd vGLUT1-pozitiv
RL-tipusu végzdédéseket tartalmazé régiok - rézsaszin szinnel jelolve az dbran, (6) kis
méreti vGLUT 1-es és kis méretli vGLUT2-es RL-tipusi végzddéseket tartalmazé régidk

- narancssarga szinnel jelolve az dbran.
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16. dbra. A driver bemenetek mozaikossdga a f6emldsok talamuszdban. A térképen a
kéreg feldl és a kéreg alatti struktiurakbol érkezé serkentd dridstermindlisok eloszlasa lat-
hat6 a teljes majom talamuszban 22 korondlis metszeten (500 pym kozokkel) anterior-
posterior irdnyban feltiintetve. A térkép mind a hét majom eredményeit figyelembe veszi.
Hat kiilonféle beidegzés kiilonithetd el a fény- és elektronmikroszképos megfigyeléseink
alapjan. Kiterjedt régidk kizardlag szubkortikdlis (vGLUT2, zold), vagy kortikalis dri-
ver bemenettel (VGLUTI, piros) rendelkeznek. A kétféle éridstermindlis konvergencidja
csak a hatarzondkra korldtozodik. A basal ganglion recipiens mag (VA) nem rendelkezik
semmilyen RL-tipusd bemenettel (fehér). Kis méretli RL-tipusu butonok jellemzik a me-
didlis pulvinart €s a CM-Pf komplexet (rézsaszin). Végiil a laterodorsal magaban kis mé-
retli kortikalis és szubkortikalis driverek keveredését figyeltiik meg (narancssarga). Egyes
talamikus magokban, mint a pulvinar és a mediodorsal mag, a driver bemenetek elosz-
l4sa heterogén. Roviditések: APul, anterior pulvinar; AV, anteroventral; bsc, brachium of
superior colliculus; CM-Pf, centromedian—parafascicular; fr, fasciculus retroflexus; Hb,
habenula; Ipul, inferior pulvinar; LD, laterodorsal; LGN, lateral geniculate nucleus; LPul,
lateral pulvinar; MD, mediodorsal; MGN, medial geniculate nucleus; MPul, medial pul-
vinar; mt, mammillothalamic tract; VA, ventral anterior; VL, ventrolateral; VPL, ventral
posterolateral; VPM, ventral posteromedial; Rt, reticular thalamus. Skala: 2 mm.

5.1.9. A majom Kkisérletek eredményeinek osszegzése

1. Bebizonyitottuk, hogy nagy talamikus régidk kizarélag szubkortikélis eredetd dri-
verek irdnyitdsa alatt dllnak. Emellett magasabbrendi talamikus teriiletek is rendel-
keznek jelentds szubkortikélis driver beidegzéssel. Végiil kiterjedt talamikus terii-
letekrdl hianyzik a szubkortikalis serkentd driver bemenet, vagyis nem allnak ké-

regalatti irdnyitas alatt.

2. Kimutattuk, hogy nagy talamikus régidk a pulvinarban és a mediodorsal magban
kizardlag kortikdlis irdnyitds alatt dllnak, teriiletiikre csak 6todik rétegi driver be-
menetek érkeznek. Mindemellett kitlint, hogy mind a mediodorsal mag, mind a

pulvinar driver bemeneteit tekintve igen heterogén struktira.

3. A driverek eloszldsaban alapvet6en a kiillonboz6 eredetli bemenetek szegregacidja
domindl. Mindemellett a hatdrzonédkat alaposan szemiigyre véve kimutattuk, hogy
egyes talamikus teriileteken elképzelhetd a kortikalis és szubkortikalis driver beme-
netek keveredése, ezaltal megvaldsulhat a kétféle jel integracidja az adott relésejte-

ken.

4. A korabbi megfigyeléseinkkel 6sszhangban aldtdmasztottuk azt a tényt, hogy a ba-

zalis ganglion-recipiens talamuszban nincsenek sem kortikalis, sem szubkortikalis
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driver bemenetek. Szerepiiket feltehetdleg a hasonlé megjelenéssel bir6 gatlé ori-

asvégzddések vehették at.

. A kiilonboz6 régidkbol szarmazo driver bemenetek méreteit 6sszehasonlitva kimu-
tattuk, hogy jelent6s méretbeli valtozatossagot mutathatnak az RL-tipusu végz6dé-

sek a régiok kozott.

. Az intralamindris magkomplexr6l bebizonyitottuk, hogy magasabbrendii funkci6i
ellenére nagyon kevés kortikdlis driver bemenettel rendelkeznek, ellenben a roszt-

ralis intralaminaris magokat kis méretii szubkortikalis driverek idegzik be.

. Végezetiil a birtokunkban levd eredmények alapjan egy a klinikumban is jol hasz-

ndlhat6 driver bemeneteken alapul6 térképet hoztunk 1étre a majom talamuszrol.
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5.2. Talamokortikalis ritmusok szinaptikus GABA, receptor-
fiiggetlen szabalyozasa

PhD munkdm mésodik szakaszdban egy nagyszabdsu projektbe kapcsolédtam be, mely-
nek sordn arra tettiink kisérletet, hogy szétvalasszuk a szinaptikus gétldst a GABA, re-
ceptor 2 alegységétdl fiiggetlen extraszinaptikus gatlastdl a talamuszban. Mindezt a far-
makogenetika j médszerével, a virus-kozvetitette kondiciondlis géndelécidval értiik el.
Rendelkezésiinkre 4dllt egy egértdrzs, aminek a genomjdban a GABA, receptor 2 al-
egysége azonos irdnyultsdgi loxP szekvencidkkal van koriilvéve (Azaz a gén floxolt —
flanked by loxP sequances). Igy amennyiben Cre-rekombinazt juttattunk a sejtekbe (mi
ezt AAV2/1-CMV-Cre virus injektalasaval értiik el, tovabbiakban csak AAV-Cre), akkor
az felismerte a loxP szekvencidkat, és rekombinéacidt indukalt, aminek a kdvetkezménye
a génszakasz kivagdddsa, majd elimindlédasa lett. Kisérleteink sordn arra kerestiik a va-
laszt, hogy hogyan miikodik a talamusz, illetve a talamokortikélis kor, ha a talamusz egyes
régidiban kikapcsoljuk a 72 alegységeket (ezaltal megsziintetjiikk a szinaptikus GABA
receptor kozvetitette gatlast), taldlkozunk-e barminem aberrdns fenotipussal, epileptikus
aktivitassal, megvéltozott tiizelési mintazattal.

A kovetkez6 harom alfejezetekben az dltalam végzett anatémiai és in vitro elektro-
fiziol6giai munka el6zményeit mutatom be, mely els6sorban in vivo altatott, illetve éber
allatok agyi elvezetésein alapul. Az altatott allatokbdl torténd elvezetéseket Matyds Fe-
renc és Slézia Andrea végezte, mig az EEG beiiltetéseket, és adatelemzést Sandro Lecci
Anita Liithi csoportjadban. A sokcsatornds silicone probe-bal végzett kisérletekhez Barthd
Péter nytjtott segitséget, mig a juxtacellularis burst elvezetések elemzéséhez Hangya Ba-

14zs irt programot.
5.2.1. A talamusz GABA, receptor 2 alegységeinek kondicionalis eltiinésére ki-
alakulé agyi aktivitasmintazatok in vivo

A talamikus GABA, receptorok farmakolégiai blokkoldsa aberrans oszcillaciot
okoz, mig a szinaptikus GABA , receptorok virusmedialt kiiitése nem. Ketamine-
xylazine altatds sordn lassi hullimu agyi aktivitas mutathatd ki az agykéregben (Steriade
és mtsai., 1993a). Amikor azonban gabazine (GABA, receptor blokkold, 1 mM) mik-
rodializaltunk az unilateralis talamuszba (n = 3), kozvetleniil a drog bemosddasa utan a

lasst hulldmu agyi aktivitds megszlnt, és 2,5 - 3 Hz-es aberrans agyi aktivitds alakult ki
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mindkét primer szomatoszenzoros kéregben (17. abra A, B és E).

Ezzel szemben az unilaterdlisan AAV-Cre injektdlt egerek tobb mint 2 — 8 héttel a
kezelés utdn is, mikorra mar minden 72 alegység eltiint a citoplazméarél, igy a szinaptikus
GABA,, receptorok sem funkciondlisak, a kontrollhoz hasonl6 agyi aktivitdst mutattak al-
tatds sordn (n = 9). Szabadon mozg6 allatokbdl elvezetett poliszomnografids elvezetésen
szintén nem volt valtozds a kontroll, AAV-GFP injektalt dllatokhoz képest (n = 4 mind-
két esetben); nem tapasztaltunk epilepsziat sem éber allapotban, sem az alvas kiilonb6zé

szakaszaiban (17. abra).

In vivo egysejt elvezetések a burst aktivitas megmaradasardl taniiskodnak a szinap-
tikus gatlas megsziinésének ellenére a talamuszban. Ketamine-xylazine altatas alatt
tapasztalt lassd hullimu kérgi aktivitis sordn a talamusz sejtjei ~99%-ban burst méd-
ban tiizelnek (Timofeev , Steriade, 1996), ezért leginkabb a sejtek burst aktivitdsat tudjuk
vizsgdlni. Altatott, AAV-Cre injektélt egerekben az egyedileg azonositott virusfert6zott
talamikus relésejtek tovabbra is burst mdédban, az LFP jelhez faziskapcsoltan tiizeltek szi-
naptikus GABA , gétlds nélkiil is. Bar a burst-6k nem minden tekintetben egyeztek meg a
kontroll sejtekbdl mért burstokkel: tobb, a burstok lassuldsdra utald folyamatot mutattunk
ki. Mind az elvezetett Po (n = 8), mind a VB (n = 9) sejtekben tapasztaltunk szignifikdns
véltozast a sejtek tiizelésében (18. dbra).

A VB sejtek esetében ezek alapjan csokkent a sejtek tiizelésének atlagos frekvenci-
dja, amit a csokkent burst frekvencia, illetve az interburst frekvencia lassuldsa magyaraz.
A VB sejtek burstjeiben az egy burstot alkot6 akcids potencidlok szama nem valtozott,
mig a burstok hossza megnétt (18. dbra C). Ezzel ellentétben a Po-ban a burstok valto-
zasa egyediil a burston beliili akcids potencidlok szdmanak szignifikdns csokkenésében,
és ezaltal a burstok hosszdnak csokkenésében nyilvanult meg (18. dbra D). A Po burstok
tobbi vizsgdlt paraméterei megegyezettek a kontroll Po sejtek burstjeivel. A juxtacellulé-
risan elvezetett sejteket feltoltottiik neurobiotinnel, igy tudtuk azonositani, hogy pontosan

honnan torténtek az elvezetések (18. abra D és H).

A spindle oszcillaciohoz nem elengedhetetlen a szinaptikus 2 GABA, receptoral-

egység. Azért, hogy részletes képet kapjunk arr6l, milyen folyamatok zajlanak le a vi-
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17. abra. A szinaptikus GABA , receptorok hidnya a talamuszban nem okoz epilepszidt.
A-B, Ketamine-xylazine-nal altatott y2-floxolt egerek primer szomatoszenzoros kérgi
aktivitisa abnormaélissd vdlik az unilaterdlisan a szomatoszenzoros talamuszba torténd
GABA , receptor antagonista, gabazine (Gbz, 1 mM, kékkel jelolve a sematikus rajzon)
mikrodializaldsat kovetden. Jellegzetes aberrans aktivitds (kék, als6 elvezetés) alakul ki
gabazine hatdsara a drog adminisztraciojat megel6z6 lassd hullamu aktivitashoz (fekete,
felsd elvezetés, nyilak) képest. C-D, Ezzel ellentétben a ~2-floxolt transzgén egerek szi-
naptikus GABA , receptorainak AAV-Cre virus kozvetitette szelektiv kiiitése a szomato-
szenzoros talamuszbdl (piros immunjeldlés, C) nem okozott semmilyen véltozést a kor-
tikalis LFP-ben (D). E, Az agykérgi LFP-bdl szamitott power spektrumbdl és autokorre-
laci6 is latszik, hogy az AAV-Cre injektalt y2-floxolt egerek LFP-jében nem jelenik meg
a kontroll adllatban gabazine altal kivaltott szinkron ~3 Hz-es aberrans aktivitds. F-G, Bi-
lateralisan AAV-GFP, mint kontroll (fekete elvezetés) és AAV-Cre virusfertdzott allatok
két hasonl6 reprezentativ EEG elvezetésbdl latszik, hogy a GABA, receptor 72 alegy-
ségének eltlinése a talamuszbdl robosztus mértékben nem befolyasolja a NREM sordn
mérhetd lassu hulldmu agyi aktivitast. H, Hasonléképpen, a kontroll (Ctrl) és AAV-Cre
injektalt allatok 300 masodperc hosszi EEG szakaszaibdl szamitott power spectrum és
autokorrelacio is kozel azonos lefutast mutat.
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18. dbra. A talamikus relésejtek burst aktivitdsa fennmarad a szinaptikus GABA , recep-
torok hidnyaban is. A-B, Kortikdlis LFP (fels6 elvezetések), valamint egysejt aktivitas
(als6 elvezetések) egy kontroll (fekete) és egy 72~/ VB sejtbdl (piros) elvezetve. A
kontroll sejt és a 27/~ sejt burstjei hasonléak (az elvezetésen arnyékoldssal vannak je-
16lve kinagyitdsok helyei). C, Az akcids potencidlok részletes analizise azt mutatja, hogy
a 727/~ sejtek (pirossal jelolve) szignifikdnsan kevesebbet tiizelnek (mFR - mean firing
rate csokkent) a lecsokkent burst (BF) és intraburst frekvencia (IBF)miatt a kontrollhoz
képest. D, Az A dbran bemutatott elvezetéshez tartozé kontroll, neurobiotinnel (NB, z51d)
feltoltott és eldhivott sejt pontos lokalizacija a VB teriiletén (a VB hatérait a vGLUT2-
immunfestés alapjan hatdroztuk meg - lildval jelolve). E, Konfokalis fluoreszcens felvétel
a B dbran bemutatott elvezetéshez tartozé neurobiotin toltott v2~/~ VB sejtrdl. Piros szin-
nel a Cre immunjel6lés lathaté. F-G, Kortikdlis LFP (fels elvezetések), valamint egysejt-
aktivitas (alsé elvezetések) egy kontroll (z6ld) és egy 72—/~ Po sejtbdl (piros) elvezetve.
Az egysejt elvezetésekbdl (F - G) és populdcids adatok analizdldsdbol (H) szdrmaz6 ada-
tok alapjan kozel hasonl6 tiizelési tulajdonsdgokkal rendelkeznek az intakt v2 GABA ,
receptoralegységgel rendelkez6 Po sejtek és a 42 alegység nélkiili Po sejtek. I, Az F ab-
rdn bemutatott Po sejt lokalizaciéja vGLUT2 immunfestést alkalmazva. J, Konfokdlis
fluoreszcens kép a G-n bemutatott 42/~ Po sejtrdl (zold szinnel) Cre immunjelsléssel
egyiitt (piros szinnel). IBSN, intraburst spike number; BL, burst length; Bness, burstiness.
*p < 0,05, Mann-Whitney U teszt.
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rusinjektalt szomatoszenzoros talamuszban, bilaterdlisan sok csatornas linearis probe-ok
segitségével mértiik a virusinjektélt dllatok agyi aktivitdsat a talamuszban és a kéregben
(n=6). A talamikus orsé elvezetéseket a VB-ben végeztiik, mert a VB gitlé bemeneteket
csak a szomszédos nRT felSl kap (Pinault, 2004). A kisérleteket uretdn altatott egereken
végeztiik, mert ez az altatds olyan hal6zati aktivitast idéz eld, ami a természetes alvds
sordn megjelend orsok megjelenéséhez vezet (Steriade és mtsai., 1993b). Az orsok detek-
talasara Barth6 Péter irt egy Matlab rutint, aminek segitségével ki tudtunk valasztani, és
elemezni minden olyan talamikus 7 — 15 Hz kozotti multiunit aktivitdst, ami az orsok kri-
tériumainak megfelelt. A linedris probe-ok Dyel-ba voltak martva, mely lehet6vé tette az
elektrédok utdlagos pozicidjanak pontos meghatdrozasat (18. dbra A és D), illetve azon
csatornak kivélasztasat, amelyek a VB virusfert6zott teriiletén haladtak keresztiil (19. dbra
BésE).

Az eredményekbdl az latszik, hogy a spindle oszcillacié fennmaradt szinaptikus
GABA, gitlds hidnydban is, ugyan az oszcillacioban mintegy 1 Hz-es frekvenciacsok-
kenés tapasztalhat6 az ellen oldalhoz képest (19. dbra E). A csatornanként talélt orsészadm
és az orson beliili ciklusszam is csokkend tendencidt mutatott, de az adatok nagy szdérdsa
miatt szignifikdns kiilonbség ezekben az esetekben nem mutathaté ki (19. dbra F). Az
orsok hossza mindkét esetben 600 — 700 ms koriil véltozott.

Hogyha kontroll, nem virusfert6zott allatokbdl szarmazé orsdkkal vetettiik 6ssze az
adatainkat (n = 7), a tendencia hasonldnak bizonyult, mint a kontralaterdlis és az ipszila-
terdlis oldal kozott: a ciklus szdm a kontroll dllatban magasabb volt, az orsok frekvencidja
szintén gyorsabb, hasonldan a kontralaterdlis oldalhoz (19. dbra F).

Bilateralis AAV-Cre (n = 4), illetve AAV-GFP (mint kontroll, n = 4) virus injektalast
kovetden arra voltunk kivancsiak, hogy szabadon mozgé, alvé allatok agykérgi aktivitasa-
ban kimutathat6-e barmi valtozas természetes alvas sordn. ElsGsorban az orsé (7 — 15 Hz)
frekvenciatartomdnyra voltunk kivdncsiak. Ennek a frekvenciatartomdnynak a stirtisége
megnd természetes alvds sorin a NREM/REM dtmenetet megel6z6en, mig az dtmenet
utdn lecsokken (Wimmer és mtsai., 2012; Astori és mtsai., 2011). Mint ahogy az a 20.
abran is latszik, NREM/REM atvaltas el6tt a 7 — 15 Hz kozotti frekvenciatartoméany stird-
ségének emelkedése mind a kontroll, mind az AAV-Cre fert6zott allatokban kimutathato.

7

A 20. dbra B részén a két dllatcsoportbdl szdrmazé atlagos normalizélt stirliség véltozasa
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19. dbra. Szinaptikus GABA , receptor fiiggetlen talamikus orsék. A és D, A 32-csatornds
linedris probe-ok talamikus lokalizicidja (Dyel, fehér szinnel) a kontralaterdlis, nem-
fert6zott (A) és az ipszilaterdlis, AAV-Cre fert6zott (D) +2 floxolt egér talamuszaban.
B és E, Hét egymadst kdvetd multiunit elvezetés (a bal oldali sematikus silicone probe
rajzon sotétsziirke savokként jelolve) és wavelet spektrum analizis (alul) kontroll (B) és
AAV-Cre virusfert6zott talamusz félben (E) uretan altatas alatt. A kontralateralis és ipszi-
laterdlis talamusz hasonld orsé aktivitdst mutat (kinagyitva a C dbran egy példa lathatd).
Legfeliil a B és E dbran a talamikus elvezetéshez tartozo kortikalis LFP aktivitas lathaté
a primer szomatoszenzoros kéregbdl mérve. A hétérképen szinkddolva lathat6 a kivé-
lasztott csatorna 1 — 30 Hz kozotti stiriségeinek véltozdsa az 1d6 fiiggvényében, ahol a
melegebb szinek magasabb stirtiség ért€kekre utalnak. A talamikus multiunit aktivitds 7
és 15 Hz kozétt volt sziirve. C, Két masodperc hosszu orsé a kontroll oldalbdl sziirés el6tt
(fekete szinnel) és sziirés utdn (zold szinnel). Az orsé helyét a B dbran csillag jeloli. F,
Populécids eredmények arra utalnak, hogy a vizsgélt orsé paraméterek koziil csak az or-
sok frekvencidjdban tapasztalhaté szignifikdns 1 Hz-es csokkenés az AAV-Cre fert6zott
oldalon (Cre-I) a kontralaterdlis oldalhoz (Cre-C) és kontroll dllatokhoz (Ctrl) képest. ***
p < 0,001; ** p < 0,01, Student z-test
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20. abra. A GABA, receptor 2-es alegységének hidnya a talamuszban nem befolyd-
solja a természetes alvds soran tapasztalhaté EEG ¢ hullam sfirliségének nagysagat. A,
0,75 — 25 Hz kozott normalizdlt EEG siiriségek szin-kédolt hdtérképe a NREM-bdl
REM-be torténd dtmenet sordn kontroll és AAV-Cre fert6zott allatban. A NREM/REM

2

atmenet el6tt jellegzetesen megnd a 7 — 15 Hz kozotti orsok stirisége, és lecsokken a

2

REM szakasz kezdetén. B, A 7 — 15 Hz kozotti stirliségek alakuldsdnak idSbeni fiiggése
a NREM/REM dtmeneteknél 48 6ranyi EEG elvezetésbdl atlagolva. Az adatok az dtme-
netet -1 és -3 perccel megel6z6 atlagos strliség értékekhez lettek normalizdlva. Minden
adatpont egy négy masodperces EEG szakaszt reprezentdl.

lathat6 a NREM/REM dtmenethez viszonyitva.

5.2.2. A GABA, receptor 72 alegység eltiinésének anatémiai és in vitro elektrofi-
zioldgiai bizonyitékai

A kovetkezd alfejezetekben az in vivo eredmények alapjdul szolgdlé anatémiai €s in vitro

akut talamikus szeletekb6l mért elektrofizioldgiai eredményeket veszem szdmba. A kisér-

leteket Acsady Laszl6 és Anita Liithi feliigyelete mellett én végeztem, kivéve az utolséd

alfejezetben el6keriil$ kivaltott talamikus visszacsapé burst kisérleteket, melyeket Chiara

Pellegrini, Anita Liithi didkja végzett.

A ~2 alegység eltlinésének anatémiai bizonyitasa. Természetesen felmeriil a kérdés,
vajon tényleg miikodik-e az altalunk hasznalt AAV-Cre virus, nem lép-e fel barminemd
rovidtavi kompenzacidés mechanizmus, ami elfedné a szinaptikus GABA , gétlas valddi
jelent6ségét. Anatomiai médszerekhez folyamodtunk, hogy erre védlaszt kapjunk. Minde-
nekel6tt a virusfert6zott sejtek ardnyat vizsgiltuk meg (n = 8), ami meggydzott minket
arrdl, hogy a fert6zott teriilet kozepén kozel 100%-os a virusfert6zott sejtek ardnya (21.
abra). Tovabba igazoltuk, hogy a v2 alegység eltiinik a fert6zott sejtek membranjabol (n
= 11) (22. dbra A és B), mig az altalunk vizsgdlt két masik GABA , receptoralegység, a
szinaptikus o1 és az extraszinaptikus a4 expressziéjaban nem tortént valtozas (22. dbra

C-F).
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Szinaptikus membréinfehérjék helyének pontos megéllapitisira a hagyomdanyos
elektronmikroszkdpos vizsgélatok kevésbé alkalmasak, mivel a fehérje kimutatdsa leg-
tobb esetben a szdvet roncsoldsédval jaré feltardst igényel, ami az ultrastruktirdk azono-
sitasat szinte lehetetlenné teszi. Eppen ezért mi egy dj nagy felbontésu eljarashoz, ne-
vezetesen a STORM (STochastic Optical Reconstruction Microscopy) médszeréhez fo-
lyamodtunk, melynek az egyszeri kivitelezés mellett tovabbi el6nye, hogy tobbszoros
festések is alkalmazhatok a mintdkon. A mikroszképos eljards felbontdsa megkozeliti az
elektronmikroszkdpos felvételek felbontdsat, igy valdban magukrodl a szinapszisokrol is
képet kaphattunk. A mdédszer nagy hatrdnya azonban, hogy nem lathatdk a tdjékozdodast
el6segitd membranok. (A mddszer pontos ismertetése a Modszerek fejezetben taldlhatd.)

Preszinaptikus jelolé anyagként a vezikuldris GABA transzportert hasznéltuk
(vGAT) (22. abra G-J). A kontralateralis oldalhoz viszonyitva nem tapasztaltunk inte-
zitasbeli valtozast, ami arra utal, hogy ennyi id6 alatt nem csokkent a gatlé afferensek
szama az érintett teriileten.

A GABA , receptoralegységek mellett posztszinaptikus markerként a gephyrint va-
lasztottuk. A gephyrin expresszidja ugyancsak megegyezett az ipszilaterdlis €s kontralate-
ralis oldalak kozott, vagyis a 2 alegység eltlinése nem vonta maga utdn mas, a szinapszis
miikodéséhez elengedhetetlen fehérjék eliminalodasat ( 21. abra).

STORM segitségével bebizonyitottam, hogy az AAV-Cre fert6zott talamikus régi-
Obol, a szinapszisok aktiv z6ndibdl valoban eltliinnek a GABA , receptor 72 alegységek
(22. dbra G-J) (n = 2). Mig a kontralaterdlis oldalon (22. dbra G és I) egyértelmiien beazo-
nosithatéak a vGAT-jeldlt preszinaptikus terminélissal szemkozt elhelyezked6 +2 alegy-
ségek (az aktiv zonat kirajzolva), addig az ipszilateralis oldalon semmiféle rendezettséget
nem mutatnak a 42 alegységek, szamuk is joval kevesebb, mint az ellen oldalon (22 H
és J). A pre- és posztszinaptikus klaszterek nagysdga (300 — 400 nm) megegyezik a 3D
rekonstrudlt nRT termindlisok elektronmikroszképpal mért szinapszisainak nagysdgaval
(Wanaverbecq és mtsai., 2008).

Tovabba igazoltam, hogy az AAV-Cre virussal fert6zott sejtekben mind a 32, mind

az o4 alegység expresszidja valtozatlanul kimutathat6 (23. dbra).
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21. dbra. Az AAV-Cre virus talamikus injektdldsdnak hatékonysédga két héttel a kezelés
utan. A-A’,A virusfert6zott sejtek aranya kozel 100% (87% + 5%) a fertdzott régio ko-
zepén. Pirossal NeuN neurondlis jelolé anyag, zolddel a Cre-pozitiv virusfert6zott sejtek
lathatéak. B-B’, A szinaptikus GABA, receptorok eltlinése a plazmamembranbdl nem
befolyasolja a posztszinaptikus gephyrin expresszidjat, klaszterez6dését a citoplazmaban.
Skala: 20 pm

5.2.3. In vitro elektrofiziologiai mérések akut talamikus egér agyszeleteken a ~2
alegység eltiinését bizonyitjak
Az anatémiai eredmények meggydztek minket arrdl, hogy a 72 alegységek valdban eltiin-
tek az érintett sejtek szinapszisaibol. Ezt kdvetden in vitro elektrofizioldgiai mérésekkel
igazoltuk, hogy ennek mi a funkciondlis jelent6sége. Azt, hogy a 2 alegység eltlinése
valdjaban a gyors IPSC-k eltlinésével is jart, akut horizontdlis talamikus szeleteken tesz-
teltiik le glutaméterg blokkol6k jelenlétében (DNQX 40 M, D,L-APV 100 uM). A kont-
rollként AAV-GFP fert6zott talamokortikdlis sejtekben nagy frekvenciaval (1,33 £ 0,89
Hz) fordultak el6 gyors IPSC-k (24. dbra B, felsd fekete elvezetések, n = 11), mig az
AAV-Cre fertdzott dllatok talamuszabdl virusinjektalast kovetden 7 — 21 nap elteltével
mar semmilyen gyors (< 2 ms rise-time-mal jellemezhetd) gatlé aramot nem lehetett el-

vezetni (0,006 4+ 0,018 Hz, 24. dbra B, n = 22). Idénként azonban lassabb (rise-time
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22. dbra. GABA, receptoralegységek az AAV-Cre-fert6zott (ipszilaterdlis) és a nem-
fert6zott (kontralaterdlis) talamuszban. A-B, A GABA, receptor 72 alegység immun-
festése az alegység klaszerizacidjat mutatja a kontralaterdlis talamuszban (A), mig a kla-
szeterek hidnydt a virusfert6zott (Cre-pozitiv sejtek zolden) oldalon (B). C-D, GABA,
receptor o1 alegység immunjeldlése a kontralaterdlis (C) és az ipszilaterdlis talamusz-
ban (D). E-F, GABA, receptor a4 alegység immunjeldlése a kontralaterdlis (E) és az
ipszilaterdlis (F) talamuszban. Az a1 és a4 alegységek denzitdsa megegyezik az ipszi-
és a kontralaterdlis oldalon. G-J, A nagy felbontdsi STORM felvételek a vGAT (sargaval
jeldlve), mint preszinaptikus GABA , receptor jelold anyag és a GABA , receptor 72 (pi-
rossal jelolve) alegységérdl. G és I, Kontralaterdlis oldalrdl szarmazé intakt aktiv z6ndval
rendelkezd gatld szinapszisok lathatéak, mig a virusfert&zott régiobol (H és J) szarmazo
gdtl6 termindlisok aktiv zOondit nem rajzolja ki a 72 alegység. Skéla: A-F 20 pm, G-J 200
nm

> 15 ms) tranziensek felbukkantak mindkét csoportban, habar ezek frekvencidja messze
alulmaradt a kontrollban mért gyors IPSC-k frekvencidjahoz képest. Gabazine (10 uM)
hatdsdra a kontroll sejtek esetén eltlintek a fazisos IPSC-k, mig az AAV-Cre fert6zott sej-
tekben nem lattunk Iényeges véltozdst a gitlé dramok stirliségében (hisz alap esetben sem
voltak gyors gatlé aramok). Erdemes megfigyelni a hasonlésdgot a gabazine alatt mért
kontroll és a mindossze glutamaterg blokkolok jelenlétében mért AAV-Cre fert6zott elve-
zetések kozott. A mérpipettdban biocytint oldva a mért sejtek egy része késébb azonosi-
tasra kertiilt (24. dbra A), ami alapjan meggy6zadtiink arrdl, hogy valéban a virusfert6zott
régiébdl, Cre-pozitiv relésejtekbdl torténtek az elvezetések.

Mivel horizontdlis szeletben a VB teriiletén, ahonnan az elvezetéseimet végeztem,
a gatlas kizardlag az nRT-bol érkezik (Pinault, 2004), ugy gondoltuk szisztematikusan is

megnézziik, hogy a kivéltott valaszok is eltlintek-e a 727/~ sejtekbdl. A tapasztalat azt
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23. abra. A GABA, receptor 32 és a4 alegységei intakt médon megmaradnak a tala-
mikus relésejtek plazmamembrinjdn AAV-Cre virusinjektalast kovet6en ~y2-floxolt alla-
tokban. A-a, Konfokdlis fluoreszcens és STORM felvétel két Streptavidinnel megjelolt
(zold citoplazma festés) Cre-pozitiv (sarga magfestés) sejtr6l az AAV-Cre virusfert6zott
talamuszbdl. A 52 alegységek egyenletesen oszlanak el a plazmamembranon (piros kon-
fokaélis fluoreszcens jelolés és piros STORM pontozottsdg). a, A nagyitott felvételen jol
lathaté a GABA, receptor 32 alegységének eloszldsa, illetve egy sdrga szinben megje-
lend vGAT-pozitiv gitl6 termindlis. B-b, Konfokalis fluoreszcens és STORM felvétel két

z2. 2

Cre-pozitiv (sarga magfestés) VB sejt sejttestjér6l. b, A B dbrdn megjeldlt teriilet nagyobb
nagyitdsban. Az a4 alegységek (piros pontozottsag) klaszterekbe csoportosulnak a plaz-
mamembranon. Skila: A, B 10 ym, a,b 1 ym

mutatja, hogy az nRT rostokat extracelluldris monopoldris elektréddal stimulélva a kont-
roll sejtek esetében ki lehetett valtani gyors IPSC-ket (rise time < 1 ms, decay time <
4 ms) 6tbdl négy esetben (- 82 £ 27 pA és 0,19 £ 0,15 pC toltés atvitel), mig ezt az
AAV-Cre fert6zott VB sejtek esetében hatbol 6t esetben semmilyen véalaszt nem kaptunk
sem egyszeri, sem 10 Hz-es stimulécids protokollt alkalmazva. Az egy esetben, ahol az
nRT stimulécio kivaltott valasszal jart, ott a kapott IPSC sokkal lassabb és nagyobb amp-
litdd6ju volt, mint a kontroll esetben (rise time 5 ms, decay-time 28 ms, amplitidé 120
PA).

Osszefoglalva, az adatok alapjan az latszik, hogy az AAV-Cre fertzott, v2/~ tala-

mokortikalis sejtekbdl valoban eltlint a gyors szinaptikus gatlas.
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24. dbra. A gyors fazisos IPSC-k eltiinése a v2~/~ talamokortikdlis sejtekbsl. A, Biocy-
tinnel t6ltott 42—/~ talamokortikalis relésejt a virusfertézott régié kozepébdl (nyil). B,
Spontan IPSC-k egy kontroll (AAV-GFP fert6zott, felss, fekete elvezetések) és egy 727/~
VB sejtbdl (also, piros elvezetések) glutamaterg blokkoldk, (DNQX, 40 uM, D,L-APV
100 M), illetve ezen feliil adagolt GABA , receptor blokkold, gabazine (10 uM) jelenlé-
tében. Arnyékolt sdvok jeldlik a felss elvezetésekbdl kinagyitott részt. C, Spontdn IPSC-k
atlagos frekvencidja a kontroll és 72/~ relésejtek esetében. D, Monopolaris nRT-rost sti-
mulaciéval monofazisos IPSC-k valthatok ki a kontroll VB sejtbdl (sziirkével az egyedi
kivéltott valaszok, feketével azok étlaga lathat6), mig a v2~/~ VB sejtbdl sohasem. E,
Ugyanezen kontroll és 727/~ sejtek 10 Hz-es stimuldciéja. A D és E dbran a nyilak a
megcsonkitott stimuldcids artefactra mutatnak. *** p < 0,001).

5.2.4. A GABA, ténusos dram mértéke kisebbnek bizonyult 72/~ relésejtekben,
mint a kontroll sejtekben in vitro

Habar a ténusos dram nagysagaért elsdsorban az extraszinaptikus GABA, receptorok
tehetdk felelGssé (Jia és mtsai., 2005; Richardson és mtsai., 2011; Farrant , Nusser, 2005;
Cope és mtsai., 2005), mi mégis azt tapasztaltuk, hogy 10 M gabazine hatdsara a y2~/~
VB sejtekben szignifikdnsan, mintegy 40%-al lecsokkent a ténusos dram a kontrollhoz
képest (25. dbra A és B). Mig a kontroll sejtek esetében a Al = 53 + 19 pA (n=7), az
AAV-Cre fert6zott relésejtekben minddssze 30 £+ 14 pA (n =9, p < 0,05) dramvaltozast
mértiink.

Az AAV-Cre fertdzott sejtek input rezisztencidja szintén nétt, ami arra utal, hogy
kevesebb miikod6 ioncsatorna taldlhaté a plazmamembranjukon, mint a kontroll sejtek
membranjan (255 4+ 110 M2 vs. 177 £ 84 M(2, n,ontroll = 12, n,AV—Cre = 27, p <
0,05; 25. abra C). Mindez ugyancsak aldtdmasztja azt a feltételezésiinket, hogy a 2 al-
egység eltlinésével megszilinnek a funkciondlis szinaptikus GABA , receptorok az érintett
sejtekben. Ezen feliil ezek alapjan valésziniinek latszik, hogy az extraszinaptikus recep-

torok kompenzaciés upreguldcidja nem all fenn.
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25. dbra. A ténusos dram nagysaga csokken 727/~ VB sejtekben a kontrollhoz képest. A,
A ténusos dram a tartédramban bekovetkezd outward irdnyd elmozduldsként jelenithetd
meg GABA , antagonista, gabazine (10 M) hatdsira mind a kontroll, mind a v2~/~ sejtek
esetében. Az atlagos tartédram értékek a gabazine alkalmazds eltti és azt kovetd 20 - 20
madsodperces szakasz all-point hisztogramjara illesztett Gauss-gorbébdl szarmaznak. B, A
gabazine ltal elSidézett tartéaram-véltozas szignifikdnsan kisebb a v27/~ sejtek esetén,
mint a kontrollban. C, 727/~ sejteknek szignifikdnsan nagyobb az input rezisztenciajuk,
mint a kontroll sejteknek. * p < 0,05

5.2.5. Burst IPSC a 427/~ relésejtekben is mérhetd in vitro

Erdekes médon, elszértan, dtlagosan félpercenként eléfordultak nagy amplitidéi, lassd
aramok, néha tobb is egymdst kovetden mind a kontroll, mind az AAV-Cre fert6zott sej-
tekben (1,9 £ 3,9/perc vs. 1,7 + 2,0/perc, n,ontroll = 16 sejt, ny AV—Cre = 13 sejt, ns.),
annak ellenére, hogy gyors IPSC-t nem lehetett detektdlni az AAV-Cre virusfert6zott VB
sejtekben glutamaterg blokkolok jelenlétében. A csoportosan érkezd aramok interburst in-
tervalluma par szaz ms, ami nagyon hasonlit az nRT-b6l mérhetd spontan repetitiv burst-
Ok intervallumaira (Wimmer és mtsai., 2012).

Tovabbi hasonldsdg volt a sorozatban érkezd lassi IPSC-k depresszidja. Egy szem-
beotld kiilonbség azonban volt a két sejttipusban mért lassi IPSC-k kozott: mig a kontroll
sejtek esetében a detektdlt dram jellemz&en tobb csucst volt (tobb, dltaldban 5 — 9 indi-
vidudlis IPSC-bdl 4llt), addig a v2~/~ relésejtekben individualis IPSC-ket nem lehetett
felfedezni, csupdn a lassu fel-, és lassd lefutdsi dramot. Az dramokat GABA , receptorok
kozvetitették, mivel a mér6kamrdba oldott gabazine hatdsara (10 M) eltlintek a spon-
tdn modon megjelend lasst IPSC-k is. Mivel a horizontélis agyszeletekben az nRT-VB
kapcsolatok intakt médon meg6rzédnek, és mivel mas, a szeletben is jelen levd, a VB-
be gétld rostokat kiild6 teriiletekrdl nincs tudomasunk (Pinault, 2004), ezért feltételeztiik,
hogy a lasst dramok forrasa az nRT. S6t, a kontroll sejtekben mért lassu IPSC-k indivi-
dudlis IPSC-inek frekvencidja az nRT jellemzd burst tiizelésének frekvencidjaban fordult

el6 (Wimmer és mtsai., 2012) (26. dbra). A mért dramot ezek alapjan beazonositottuk,
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26. dbra. A talamokortikdlis kor sematikus rajza. In vitro cell-attach elvezetések spontédn
tiizeld nRT sejtekbd] (kék szinnek jelolve) ténusos €s burst médban. Az elvezetések két
oldalan a sziirke sdvval megjelolt szakasz lathat6 kinagyitva. A jobb oldalon piros szinnel
nRT burst aktivitas sordn talamokortikalis relésejtbdl elvezetett spontan aramok lathatok,
mig mellette kinagyitva az els6 burst IPSC. (Sajét elvezetések)

mint nRT eredeti burst IPSC.

Mivel ezek az események viszonylag ritkdn, nagy variancidval és legf6képpen nem
kontrollalt médon keletkeztek ezért, hogy 6ssze tudjuk hasonlitani a kétfajta burst IPSC-t,
nRT stimuldciéhoz folyamodtunk. Ugyan in vitro glutaméterg blokkoldk jelenlétében is
tapasztaltunk valamennyi spontan nRT burstolés, hogy biztositsuk a burstoléshez a legop-
timdlisabb feltételeket, elhagytuk a glutamaterg blokkoldkat a mér6oldatbol, mint ahogy
azt az irodalomban fellelhetdé munkdk javasoljdk (Crandall és mtsai., 2010; Deleuze ,
Huguenard, 2006; Sanchez-Vives és mtsai., 1997). Ennek érdekében viltoztatni kellett a
mérési koriilményeken is. fgy normalis (5 mM) CI” tartalmi standard intracellularis ol-
datot hasznaltam, és az el6zéekhez képest pozitivabb, -30 mV-os fesziiltségen tartottam
a sejteket. Ezen a potencidlon mérve a serkentd inward irdnyd aramok minimalis mére-
ttiek csupdn, hisz a kationok hajté ereje kicsi. Ugyanakkor az anionok (legf6képpen a CI7)
hajtéereje annal nagyobb, mivel tdvol vagyunk a CI™ reverz potencidljatol. A gatlé aram
ekkor outward irdnyban jelenik meg.

Ilyen koriilmények kozott szobahdmérsékleten az nRT-t extracellularis elektroddal
stimuldlva viszonylag nagy valdszinliséggel (~ 75%) ki lehetett véaltani burst IPSC-ket a
talamokortikalis sejtekbdl. Es mig a v2~/~ VB sejtekben egyetlen gyors IPSC-vel sem
taldlkoztunk, addig a burst IPSC-k nRT stimulélédssal kivalthatdak voltak (27. dbra C).
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27. abra. Burst IPSC a talamuszban. A, Spontan repetitiv burst IPSC-k egy AAV-GFP
injektalt kontroll (bal oldalt) és egy v2~/~ VB sejtben -50 mV tartéfesziiltségen, magas
CI™ tartalmd intracelluldris mérdoldattal mérve. B, Az A-n drnyékoldssal jelolt els6 burst
IPSC-k azonos amplitidéra skdldzott kinagyitott véaltozata 1athatd. A kontroll sejt eseté-
ben individudlis fazisos IPSC-k azonosithatéak (nyilak). Ezzel ellentétben, a 72~/~ VB
sejt spontdn burst IPSC-jének lefutdsa egyenletes. C, Extracelluléris retikulotalamikus sti-
mulaciéval gabazine-szenzitiv burst IPSC-k vélthatok ki mind a kontroll (bal oldalt), mint
a 727/~ VB sejtekben. A sejtek normalis, K+ alapi méroldattal lettek megmérve -30
mV tartéfesziiltségen. D, A kivaltott burst IPSC-k karakterizdlasa. E, felsé elvezetések:
kontroll (fekete) és AAV-Cre (piros) VB sejtbdl mért kivaltott burst IPSC-k kiilonb6zé
amplitddora skdldzva, injektalt &ram protokollként hasznélva kontroll VB sejtek esetében
(,,Control protocol” és ,,Cre protocol”). Alsé elvezetések: reprezentativ fesziiltség vala-
szok novekvd dram amplitidoval. F-H, Az injektdl burst IPSC parancs hatdsdra kival-
tott talamikus visszacsapd burst-ok kvantifikdldsa. A Cre protokoll hosszabb latencidval
rendelkezd hiperpolarizaciot valtott ki (F), de hasonl6é amplitidéval rendelkezd alacsony
kiiszob(l Cajaramokat (G), és megegyez$ szdmu akciés potencidlt (H) a kontroll proto-
kollhoz képest. Az F-en és G-n egy-egy reprezentativ vdlasz l4thatd, ahol a szaggatott
vonalak az elemzett tulajdonsdgokat mutatja. A H-n feltiintetett piros és fekete szaggatott
vonal a mért kontroll és AAV-Cre burst IPSC-k atlagos toltés atviteléhez tartozé akcids
potencidlok szamat mutatja meg. * p < 0,05; ** p < 0,01
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Ugyan a 727/~ sejtekbdl mért burst IPSC-k minden vonatkozdsukban eltértek a
kontroll sejtekben kivaltott aramoktdl (27. dbra D). Atlagosan mintegy harmada volt az
dram amplitiddja (425 £ 291 pA a kontroll vs. 161 + 93 pA az AAV-Cre sejtekben,
n,ontroll = 13, n,AV—Cre = 20, p < 0,01; 27. dbra D), ezdltal a toltés atvitel is keve-
sebb mint a felére esett vissza (32,8 + 26,5 pC a kontroll vs. 15,7 £ 8,3 pC az AAV-Cre
sejtekben, p < 0,05; 27. dbra D). Az aramok felfutdsa is lassabb volt, mint a kontrollban
(time-to-peak 33,1 + 10,0 ms a kontroll vs. 55,1 + 25,9 ms az AAV-Cre sejtekben, p <
0,01), és a lecsengése is tovabb tartott (decay time constant 45,6 £+ 14,6 ms a kontroll
vs. 64,3 £ 24,3 ms az AAV-Cre sejtekben, p < 0,01; 27. dbra D). Mindennek ellenére az
biztos, hogy GABA , receptor kozvetitette gatld dramrol volt sz6, hisz a gabazine teljes
mértékben blokkolta a burst IPSC-ket (n, ontroll = 12, n, AV—Cre = 14, 27. dbra C), mig
a GABAj blokkolénak nem volt hatdsa az dram nagysdgdra. Az is biztos, hogy nem egy
nem kivént, rosszul clamp-elt d&ramot lattunk, hanem Cl™ ionok mozogtak az ioncsatorné-
kon keresztiil. Ezt egy kozepes CI” koncentracidval rendelkezd intracelluldris mérdoldatot
hasznélva teszteltiik le (nontroll =7 és n, AV—Cre = 4). Ekkor a stimuldcids intenzitast
nem véltoztatva, kiillonb6z6 tarté fesziiltségeken mérve a sejteket a kivaltott burst IPSC-
k maximélis amplitid6inak értékei minden esetben egy egyenesre illeszkedtek (dram-
fesziiltség osszefiiggés). A mért Cl™ reverz potencidl értéke megegyezett az intracelluldris
és extracelluldris oldat C1” koncentricidja alapjan szdmolt értékkel mind a kontroll, mind
a 72‘/ ~ sejtek esetében (28. dbra, mért reverz potencidl érték: -56,12 £+ 1,4 mV, az int-
racelluldris és extracellularis oldat CI™ koncentricidja alapjan szdmolt érték: -56,86 mV).
Az adatok tehdat arra utalnak, hogy a szinaptikus GABA, receptorok hidnydban is sza-
motteve lassu, fazisos GABA, dram mérhet6 abban az esetben, ha a preszinaptikus sejt
burst médban tiizel. Ugy tiinik, ezek az események a szinaptikus GABA A receptoroktol
fiiggetleniil, nem-szinaptikus GABA , receptorok bevondsdval keletkezik.

Egyetlen nRT sejt burstolése elegendd ahhoz, hogy a vele kapcsolatban 4ll6 poszt-
szinaptikus talamokortikdlis relésejtet visszacsapo burst tiizelésre késztesse (Kim és mt-
sai., 1997). Arra, hogy mennyire hatékony a 72~/ sejtekben megmaradé burst IPSC a
posztszinaptikus relésejtekben visszacsapd burst kivaltasara, tovabbi kisérletekkel tesz-
teltiik. Az 4ltalam kontroll és v2~/~ VB sejtekb6] mért burst IPSC-ket 4ram parancsként

alkalmaztuk kontroll, nem fert6zott allatok relésejtjein (n = 7 mindkét esetben). A burst
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28. dbra. A burst IPSC-k egyértelmtien CI” mozgashoz kothetéek. A, Kiilonbdzd tartod-
fesziiltségen tartott kontroll (fekete) és v2~/~ (piros) relésejteken kivaltott burst IPSC.
B, Az aram-fesziiltség Osszefiiggés alapjan lathat6, hogy az dram linedrisan valtozik a
fesziiltséggel, azaz feltehetdleg csak a CI™ mozgdsa alakitja ki a mért daramot. C, A kont-
roll és 727/~ relésejtekbdl mért Cl- reverz potencidlok megegyeznek egymdssal, s6t az
intracelluldris oldat CI” koncentricidja alapjan szamolt értékkel is azonosak.

IPSC-k amplitddéjat dgy skéldztuk, hogy a posztszinaptikus relésejtek burst tulajdonsa-
gait részletesen ki tudjuk elemezni. A 27. abran lathatd, hogy mind a kontrollbdl, mind a
727/~ relésejtekbdl szarmazé burst IPSC elegendd hiperpolarizaciét biztosit a relésejtek
T-csatorndinak deinaktivaldsara, és ezaltal visszacsapd burstok kivéltdsara. Egyediili szig-
nifikans kiilonbséget abban taldltunk, hogy a relésejt mikor éri el a leghiperpolarizaltabb
allapotot (27. dbra F): ez a 427/~ sejtekbdl szdrmazé parancsra mindig késébb kovetke-
zett be. Azonban sem a keletkezd Ca; dramokban (27. dbra G), sem a burston beliili akcids
potencidlok szaméban (27. dbra H) nem taldltunk kiilonbségeket a kétféle dram parancs
hatdsdra. Mindemellett nem szabad elfeledkezniink arrdl, hogy atlagosan a burst IPSC-k
amplitiddija, és ezaltal toltés 4tvitele is sokkal kisebb volt a ¥2~/~ relésejtekben, mint a
kontroll sejtekben. Igy nem érdemes egy az egyben dsszehasonlitani az azonos értékekre
skélazott burst IPSC parancsok dltal kapott eredményeket, hisz a kontroll sejtekben kisebb
nRT aktivitas is elegend6 ahhoz, hogy a posztszinaptikus relésejtet burstolére késztesse,
mint a 727/ sejtek esetében. A 27. dbra H részén szaggatott vonal jeldli a kontroll és

a 727/~ relésejtekbsl mért toltés atvitel értékeknek megfeleld akciés potencidl szamot.
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Az eredményekbdl mégis az latszik, hogy a csokkent toltés atvitel ellenére is fennmarad

a talamikus visszacsap6 burst-01€s.
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5.2.6. A GABA, 2 floxolt egér kisérleteinek osszegzése

1. A GABA, receptor 72 alegységének kondiciondlis kilitése nem okoz aberrdns osz-

cillaciét a kéregben.

2. Egysejt elvezetések azt tanudsitjak, hogy a szinaptikus gatlds megsziinésének elle-
nére a relésejtek burst aktivitdsa fennmarad ketamine-xylazine altatott egerek ta-
lamuszdban. A burstok tulajdonsidgai azonban eltértek a kontroll sejtekben mért

tulajdonsagoktol.

3. Sok-csatornés talamikus elvezetések alapjan megéllapithatjuk, hogy a talamokorti-
kalis spindle oszcillaci keletkezéséhez nincs sziikség szinaptikus v2 GABA , re-
ceptoralegységre. A kortikalis 7-15 Hz-es aktivitas is intakt médon megmarad sza-

badonmozgé éllatokban.

4. A GABA, receptor 72 alegysége valoban eltlinik a talamikus relésejtek plazma-

membranjardl az AAV-Cre virusfert6zés kovetkeztében 2 floxolt egerekben.
5. A ~27/~ talamikus relésejtekbdl nem vezethetd el gyors IPSC.
6. A 727/ relésejtekben kisebb ténusos dram mérhetd, mint a kontroll sejtekben.

7. A 427/~ relésejtek kompaktabbak, input rezisztencidjuk nagyobb, mint a kontroll

sejteké.

8. A ~27/~ relésejtekben is mérhets burst IPSC, ugyan lassabb és kisebb, mint a kont-

roll sejtek esetében.

9. A maradék burst IPSC elegendd ahhoz, hogy a VB sejteket kell6képpen hiperolari-

zalja, és fenntartsa az alacsony kiiszobii burstolést in vitro.
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6. MEGBESZELES

PhD munkdm sordn mind a majmokon végzett anatomiai, mind a 72 floxolt egereken vég-
zett anatOmiai és in vitro elektrofizioldgiai kisérletsorozatban a talamusz szervezddését,

szinaptikus kapcsolatait kiséreltem meg feltarni.

6.1. A foemlos talamusz drivereinek nyomaban

Munkam soran arra torekedtem, hogy a lehet6 legpontosabb képet adjak a f6eml&sok tala-
muszanak serkent6 Oridstermindlisainak térbeli eloszlasardl. A térképezés soran azzal az
egyszerlisitéssel éltiink, hogy driver bemenetnek tekintettiink minden olyan glutaméaterg
termindlist, melyre elektronmikroszkdpos szinten rdillett az RL-tipusba val6 sorolés. Ez a
kritérium természetesen kevés ahhoz, hogy meggy6z6djiink arrél, hogy az dridsterminé-
lisok aktivitdsat a posztszinaptikus relésejtek tiizelése koveti. Ezt csak elektrofizioldgiai
mérésekkel lehetne tisztazni. Mégis, igy gondolom, a terminélis mérete onmagédban na-
gyon jo6 indikaciéja annak, hogy potencialis driver bemenettel van dolgunk.

Mivel ezen driver bemenetek képezik az alapjat a bevezet6ben ismertetett driver ted-
ridnak, elengedhetetlen, hogy birtokunkban legyen az informéaci6 azok pontos elhelyezke-
désérdl. Sherman és Guillery felvazoltdk a driver bemenetek lehetséges térbeli eloszlasat
a talamuszban (29. dbra). Mindehhez nagy segitséget jelentett szimukra az irodalomban
fellelhetd szamos palyakovetd vizsgélat eredménye. Elképzelésiik alapjan a talamuszt kb.
fele-fele ardnyban idegzik be szubkortikdlis eredetd, ill. kortikdlis eredetii driverek (Sher-
man , Guillery, 2006).

Mi a f6emldsok talamuszdnak drivertérképét alapos fény- és elektronmikroszképos
vizsgélatok alapjan vézoltuk fel. Az igy kapott térképen megjelenik a driverek eredete
(kortikélis vs. szubkortikalis), a mérete (nagy vagy kozepes), illetve a kiilonboz6 eredetti
driverek konvergencidja, szegregici6ja. Mindezeket figyelembe véve, mint ahogy az a 16.
abran is lathatd, a majom talamuszban hat kiillonb6z6 tipusi driver el6fordulast kiilonitet-
tiink el. Ezek k6zott megtalalhato6 kizarélag szubkortikalis (hagyomanyos) elsérendii relé,
kizardlag kortikdlis driver bemenettel rendelkezd magasabbrendii relé, e két tipusu teriilet
hatdraira jellemz6 konvergens régid, serkentd dridsbemenettel nem rendelkezd régid, kis

méreti kortikdlis driverekkel beidegzett talamikus teriilet, illetve kis méretii kortikalis és
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29. dbra. A f6emlGs talamusz felosztdsa Sherman és Guillery rendszere alapjan. Az el-
so6rendd (narancssarga) és a magasabbrendii (vildgoskék) talamikus relék elhelyezkedése
a makako talamusz 6t korondlis szintjén. Elsérend(i magok ez alapjan: az anteroventral,
anteromedial (AV, AM) és a ventrolateral nucleus (VL), a ventral posterolateral, a ventral
posteromedial, a ventral posteroinferior nucleus (VPL, VPM, VPI), a lateral geniculate
nucleus (LGN) és a ventral medial geniculate nucleus (MGN(V)). Magasabbrendii ma-
gokhoz tartozik az anterodorsal nucleus, az intralaminar nucleus (IL), a ventral anterior
nucleus, a mediodorsal nucleus (MD), a centromedian nucleus (CM), a laterodorsal (LD),
a lateropostal (LP), a posterior nucleus (Po), a pulvinar (PU) és a dorsal medial geniculate
nucleus (MGN(D)). A thalamic reticular nucleus (TRN) a ventrélis talamusz része, mig
a caudate nucleus (CN) és a habenula (H) nem talamikus struktdra. (Sherman , Guillery,
2006)

kis méretii szubkortikdlis driver bemenetekkel egyarant ellatott teriilet.

Az igy kapott régiok alapvetden, de nem minden tekintetben, megegyeznek a ko-
rabban megallapitott talamikus maghatarokkal. A térkép jelentds klinikai alkalmazasi le-
hetdségeket rejt magaban, hisz altala jol elkiilonithet6ek a motoros talamusz cerebello-
recipiens és bazdlis ganglion-recipiens régidi, vagy példaul a pulvinar az azt koriilvevo
szenzoros €s motoros talamusztdl. Ezzel szemben a bemenet alapu térképezés nem teszi
lehet6vé, hogy a VPL z6ndjat elkiilonitsiik a VPM-t8l vagy a motoros VL magtdl. Illetve

azt sem tudjuk meg, hogy egy adott vGLUT1 vagy vGLUT? tartalmu termindlis val6jaban
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honnan ered. Igy tovabbra is érdekes kérdés, hogy a talamuszra jellemz3, j6l ismert to-
pografikus vetiilés ellenére 1étezik-e olyan régid, ahol kiilonb6z6 eredeti periférids, vagy
kiilonbozd kérgi régidkbol szarmazo 6todik rétegi bemenetek konvergalnak.
Eredményeink keretet adnak a kordbbi és jovObeni talamuszt érintd féemldskutata-
soknak, és emellett hozzasegitenek a talamuszt érinté human neurolégiai kérképek mor-

folégiai karakterizdlasahoz.

6.1.1. Valddi szubkortikalis iranyitas

Tobb talamikus régiérél igazoltuk szubkortikélis driver bemenetei alapjan, hogy valéban
megfelelnek az elsérendi relé besoroldsnak, mint a primer szenzoros magok, a cerebello-
recipiens talamusz, vagy az anterior magcsoport (Sherman , Guillery, 2006). Els6ként
sikeriilt bebizonyitanunk, hogy ezen régidk egységesen és kizardlag kéreg alatti serkentd
oridsbemenetekkel rendelkeznek.

Habar a talamusz els6 felismert és mindmadig koztudottan legfontosabb tulajdon-
sdga a periférids (szenzoros) informacié agykéreg felé val6 relézése, eredményeinkbdl az
latszik, hogy a f6emlds talamusz igen nagy hdnyadardl hidnyoznak az ehhez sziikséges
szubkortikalis driver bemenetek.

Tovéabb4, Sherman és Guillery altal alkalmazott felosztas ellenére szamos magasabb-
rendd talamikus régiordl deriilt ki az adataink alapjan, hogy kizarélagosan szubkortikélis
driver beidegzéssel rendelkeznek, azaz a driverek eredete alapjan nem sorolhaték tobbé
a magasabbrend( relék kozé. Ilyen talamikus régi6 volt a rosztralis intralaminaris mag-
csoport, vagy a mediodorsal mag medidlis aspektusa az azt szegélyezd midline magok-
kal egyiitt. Mindkét magcsoportot feleldssé tették fdjdalmi ingerek kozvetitésében (Krout
és mtsai., 2002). Ez alapjan feltételezhetS, hogy ezek a régidk szubkortikdlis driverek
révén abnormadlis periférids ingerekrdl értesitik az anterior cingulate kérget kronikus f4j-

dalom soran (Price, 2000; Krout és mtsai., 2002)
6.1.2. Valodi kortikalis iranyitas

Eredményeink minden kétséget kizardlag igazoljék, hogy kiterjedt talamikus régiok ki-
zarOlag az agykéreg fel6l kapnak irdnyité serkentd Oridsbemeneteket, kéreg alatti terii-

letekrdl nem (9. dbra és 16. dbra). Mindez azt jelenti, hogy az ilyen régidkban taldlhatéd
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moduldlé tulajdonsdggal rendelkezik minddssze. A kortikélis eredetii driver bemenetek-
rol ujabban igazoltdk, hogy ugyanolyan hatékonysaggal és elektrofizioldgiai tulajdonsa-
gokkal rendelkeznek, mint a szubkortkalis driver bemenetek (Reichova , Sherman, 2004;
Groh és mitsai., 2008). Mivel az 6todik rétegi piramissejtek altal hajtott relésejtek a ké-
regbe vetitenek vissza, ezért ez a neuralis 0sszekottetés-rendszer megalapozhatja a tala-
muszon keresztiil zajl6 kortiko-kortikalis informaciétovabbitast (Theyel és mtsai., 2010),
illetve olyan magasabb rend(i szenzoros folyamatokat, ahol egyarant sziikség van a ma-
gasabb és alacsonyabb szintii informaciok bevondsara (Purushothaman és mtsai., 2012).
A magasabbrendi talamusz pontos funkciéja forrd vita targyat képezi a kutatok korében,
mindazondltal eredményeink arra utalnak, hogy a féeml6sok talamuszanak nagy hanyada

magasabb rendd funkcidk ellatasara szakosodott.

6.1.3. Konvergal6 driver bemenetek

7 7z

Az els6- és magasabbrendi relék taldlkozasanal a kortikalis és szubkortikalis serkentd ori-
astermindlisok kozel helyezkednek el egymdshoz (10. dbra). Mégis, a ragcsald adatokkal
ellentétben, a f6eml6sok talamuszaban a kétféle eredeti driver bemenetek szegregicidja
jellemzd, habar kisebb hatdrzéndkon a kiilonbdz6 eredetii driver bemenetek egymdssal
atfed6 beidegzést mutattak. Amennyiben az itt talalhato relésejtekrdl beigazolédik, hogy
mindkét fajta driver bemenettel rendelkeznek, akkor azok feltehetSleg a ,,fentrél” érkezd
motoros-, illetve ,,lentr81” érkezd szenzoros informacidk egyszerre torténd detektalasaban

lehetnek fontosak.

6.1.4. Driver bemenetek hianyaban

A bazdlis ganglionokkal Osszekottetésben 4llo talamikus teriileteken (ventral anterior
mag) egyetlen RL-tipusi multiszinaptikus végz&dést sem lehetett detektdlni. A relésej-
tek proximalis dendritszakaszai ezekben a régiokban bazalis ganglion eredetli gatl6 ori-
asvégzddésekkel képeznek szinapszisokat (Kultas-Ilinsky , Ilinsky, 1990; Kultas-Ilinsky
és mtsai., 1997; Bodor és mtsai., 2008). A bazdlis ganglionok 4ltal kialakitott multiszi-
naptikus gitl6 végz6dések nagyon hatékonyak a nagy frekvencidval érkezd gatl6 ingerek

tovabbitasdban (Wanaverbecq €s mtsai., 2008). A bazailis ganglion eredetii rostok inger-
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Iése elegendd ahhoz, hogy az a posztszinaptikus relésejtekbdl visszacsapé burst tiizelést
véltson ki (Person , Perkel, 2005). Mindez a GABAerg jeldtviteli ttvonal hatékonysa-
gat és fontossdgat hangsilyozza. A ventral anterior mag er6s GABAerg befolyésa lehet
az alapja a Parkinson-kdr sordn kialakul6 aberrdns bazélis ganglion aktivitds kéreg felé
torténd kozvetitésének (Bosch-Bouju és mtsai., 2013).

Habar a kortikélis driverek hianyoznak a VA teriiletérdl, ez nem azt jelenti, hogy
az 6todik rétegi piramis sejtek ne kiildenének ide axonokat (Zikopoulos , Barbas, 2007).
Csoportunk jeleneg is intenziven vizsgélja azt, hogy az 6todik rétegi RS-tipusu végzddé-
sek elektrofizioldgiai tulajdonsdgaikban mennyiben térnek el a hatodik rétegi moduladtoros
végzdésektdl.

Egy djabb elmélet szerint a motoros talamikus magok a mozgés el6készitését €s ki-

vitelezését segitik el nyitott visszacsatold kor részeiként (Bosch-Bouju és mtsai., 2013).
6.1.5. Lehet-e GABAerg bemenet ,,driver” a talamuszban?

Egy gatl6 inger abban az esetben kozvetit informéaciot, ha egy viszonylag magas alapakti-
vitdssal rendelkezd sejtre érkezik. Ebben az esetben a tiizelési frekvencidban bekovetkezd
csokkenéssel képes a posztszinaptikus sejt tovabbitani a raérkez6 ingert. Ellenben, ha ez
nem kovetkezik be, akkor a gatld ingernek a serkent6 ingerrel kozel azonos id6ben kell
ahhoz érkeznie, hogy a gatlds érvényesiiljon. A talamusz esetében tovdbbi fontos tényezd,
hogy a gitl6 inger képes-e annyira hiperpolarizalni a relésejteket, hogy azok T-csatornai
deinaktivalédjanak, ezaltal kialakulhasson a visszacsapé vagy rebound burst.

Lasst hullamd alvas soran, amikor a talamokortikalis és nRT sejtek hiperpolarizal-
tak, és ritmusos burst médban tiizelnek, a relésejtek aktivitdsat a gatlo6 nRT bemenet do-
mindlja. Ekkor a serkentd driverek dltal keltetett EPSP-k nem elegend6ek ahhoz, hogy
megtorjék az nRT diktdlta ritmust. A relézés ideiglenesen sziinetel, amirdl a kéreg a rit-
musos burst tiizelés révén értesiil. Ha keresztkorreldciot készitenénk a bemenetet bizto-
sitd nRT és a relésejtek tiizelése kozott, akkor a drivereknél l4tott csticsot kapnank (1asd
2. dbra), ugyan nagyobb, par szaz ms-os latenciaval. Mégsem tekinthetjiik ezt a fajta be-
menetet drivernek, hisz a szinkronitas alapja a szoros reciprok kapcsolat a két serkent és
gatld sejtpopulacié kozott. Ennek ellenére moduldtornak sem tekinthet6 az inger, hisz a
relésejtek tiizelését egyértelmiien az nRT irdnyitja.

Mivel a gatl6 oridstermindlisok sok tekintetben hasonlitanak a serkent6 driverekre,
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felmeriil a kérdés, hogy a szerepiiket is at tudjak-e venni. Aktivalédasuk jelent6sen befo-
lyasolja a posztszinaptikus relésejtek tiizelését: a zona incerta fel6l érkezd gatld ingerek
hatdsosan interferdlnak a periférids driverekkel eldre csatold gétlds révén (Lavallée és mt-
sai., 2005), az APT-talamikus rostok aktivaldsa rebound burst tiizelést valt ki a relésej-
tekbdl (Bokor és mtsai., 2005). Az azonban tovabbra is vitatott, hogy serkent6 driverek

hianyaban a gatl6 ériastermindlisok milyen szerepet jatszanak a relésejtek tiizelésében.
6.1.6. A driver terminalisok méretbeli inhomogenitasa

Mint ahogy azt a 14. 4dbra is mutatja, a talamikus magokba érkez6 driver bemenetek mé-
rete és komplexitdsa nagy valtozatossdgot mutat. A kiilonb6z6 régiokbol szarmazé RL-
tipust terminalisokat folytonosan csokkens méret szerint sorba lehet rendezni, egészen
addig, mignem az RS-tipust végzddések méretéig nem jutunk. A két véglet kozott sza-
mos kisebb, multiszinaptikus végzddéssel taldlkozhatunk a talamusz kiilonbdzé régidiban
mind a kortikélis, mind a szubkortikélis fajtabol. Mivel a talamuszon keresztiil relézett
izenet fiigg a driver bemenetek méretétdl és eredetétdl, az adataink szadmottevd valto-
zatossagot sugallnak a talamokortikalis sejtek jelfeldolgozasdban. Kis méretli RL-tipusd
végzbdéseket mds is kimutatott mar a makdkok medidlis pulvinarjdban (Darian-Smith
és mtsai., 1999), illetve a CM-Pf komplexében (Balercia és mtsai., 1996), ami aléta-
masztja a sajiat eredményeinket. Az idegvégzddések pontos karakterizdldsa azok nagy
populiciéjanak térbeli rekonstrukcidjat igényli, ami a jelen munkaban nem volt cél. Ada-
taink azonban ahhoz elég részletesek, hogy megallapitsuk, a driver bemenetek mérete és
komplexitdsa nagyon kiilonbozik a talamusz régiéi kozott. Ezért a talamokortikalis in-
formaciotranszfer megértéséhez a driver bemenetek méretét feltétleniil figyelembe kell
venni. Tovabbi vizsgélatok sziikségesek ahhoz, hogy eldontsiik, a kisebb méretli Orids-
termindlisok is képesek-e irdnyitani a posztszinaptikus relésejtek tiizelését. Nem kizart,
hogy bar az atlagos termindlis méret ezeken a teriileteken kisebb, de ezt a sejt kompen-
zalja nagyobb szamu termindlissal vagy siirlibb beidegzéssel.

Mi lehet a driver bemenetek heterogenitasanak funkcionalis jelent6sége? A hagyo-
manyos talamokortikélis informdcidtovéabbitds két legfontosabb tulajdonsédga a posztszi-
naptikus sejt kisiitésének nagy valdszintisége, illetve a repetitiv aktiviciot kovetd gyors
depresszi6 (Chung és mtsai., 2002; Chen és mtsai., 2002; Deschénes és mtsai., 2003; Groh
és mtsai., 2008; Budisantoso és mtsai., 2012). Ez azt jelenti, hogy a talamikus termindli-
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sok pontos mérete és alakja jelentdsen befolyasoljak a szinaptikus jelatvitelt, mint ahogy
azt Osszetett kisagyi termindlisokban is leirtdk (Cathala és mtsai., 2005).

A mikroszképban latott ultrastruktirdat funkciondlis paraméterekkel korrelaltatni
nem egyszeri feladat. Egy nagyszabdsu kisérletsorozatban Holderith Noémi és munkatar-
sai mégis ezt tlizték ki célul (Holderith és mtsai., 2012). Korrelalt két-foton Ca3-imaging
alapd kvantdlis analizis és elektronmikroszkdpos térbeli rekonstrukcio segitségével iga-
zoltak, hogy szoros 0sszefiiggés van az axontermindlis aktiv zondjanak mérete és a vezi-
kulaiiriilés valdszintisége kozott hippokampélis glutamaterg szinapszisokban. A termind-
lisok térfogata szintén parhuzamosan véltozott az aktiv zéna méretével, habar ebben az
esetben a korrelaci6 kisebb mértékiinek bizonyult.

Az azonban tovébbra is kérdéses, hogy hasonlé Osszefiiggés komplex struktirdval
jellemezhetd serkentd termindlisokra is fenndll-e. Mindezen eredmények ellenére a ma-
kakok talamuszaban megfigyelt valtozatos méretli RL-tipusi termindlisok jelenléte arra

utal, hogy a talamokortikdlis informdcidtranszfer is valtozatos lesz.
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6.2. Mihez (nem) kell egy szinaptikus GABA , receptoralegység?

A kozponti idegrendszerben tapasztalat gatlasi formak egyre szélesebb korével ismerked-
hettiink meg az utébbi fél évszdzadban. Legkordbban a gatlas szinaptikus formdjat ismer-
ték fel, majd a pontos GABA , receptoralegységek ismeretében a receptorok kinetikdjarol
is részletes képet kaptunk. Kés6bb a pre- és posztszinaptikus membranban is megtalal-
hat6 GABAj receptorok csalddjdval egésziilt ki a gdtlasrol kialakult kép, tovéabbi véltoza-
tossagot, €s szabalyozasi lehetdséget biztositva az idegrendszerben. Az utobbi évtizedek
jelentds felfedezése volt a fazisos transzmitteriiriiléshez kdzvetleniil nem kothetd ténusos
gatlas kimutatdsa egyes agyteriileteken (Farrant , Nusser, 2005; Mody , Pearce, 2004).
Végiil, gyakran morfoldgiailag specializdlt, periszinaptikus GABA , receptorokhoz kot-
hetd, spillover-kozvetitette lassi GABA, dramokat lokalizaltak az agykéregben (Szaba-

dics és mtsai., 2007), a kisagyban (Rossi , Hamann, 1998; Crowley és mtsai., 2009), illetve
az amygdaldban (Manko és mtsai., 2012).

A masodik tanulmanyban megmutattuk, hogy a talamokortikalis kor 42 alegység-
fliggetlen GABA ,receptorok éltal szabalyozott. Ezek a receptorok abban az esetben ak-
tivalédnak, amikor az nRT &tvalt burst tiizelésre, igy egy tiizelési mod specifikus gétld
kommunikacié valésul meg. Ellentétben a kordbbi nézetekkel, eredményeinkbdl dgy ti-
nik, hogy a konvenciondlis szinaptikus GABA , receptorok nem nélkiilozhetetlenek a ta-
lamikus ritmusokhoz, mivel a burst-kozvetitette nem-szinaptikus gatlas 6Gnmagaban is ha-
tékonyan kivaltja a posztszinaptikus visszacsapé burst tiizelést a talamikus relésejtekben,
illetve elegendd a lasst hullamu és spindle oszcillacié fenntartdsahoz mind alvés, mind

altatds sordn.
6.2.1. Az alkalmazott médszer elonyei

Kisérletsorozatunk a GABA, receptor 72 alegységek lokalis virusmedidlt génkiiitésén
alapult. A médszernek szdmos eldnye van a farmakol6giai modszerek és a hagyomanyos
teljes KO éllatok haszndlatdval szemben. El6szor is, a modszer szelektiv a 72 alegysé-
gekre; az extraszinaptikus alegységek expresszidjat nem befolydsolja: mind a szinapti-
kus ~2 klaszterek, mind a spontdn €és kivéltott gyors GABA , dramok eltlintek az érintett
sejtekbdl, mig az a4 alegységet tartalmazd receptorok expresszidéja nem valtozott. Ma-

sodszor, a mddszerrel elkeriilhetdek a teljes-KO allatokban tapasztalt egyedfejlodés so-
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ran fellép6 kompenzaciés mechanizmusok, a génkiiités fiatal felnétt korban elvégezhetd.
Sé&t, bebizonyosodott, hogy az extraszinaptikus GABA , receptoralegységek nem képe-
sek a szinaptikus receptorokat helyettesiteni egyedfejlédés soran sem (Peden és mitsai.,
2008). Ez a tény tovébb sziikiti annak a lehetdségét, hogy a fennmaradé6 GABA , recepto-
rok szerepe jelent6sen megvéltozott volna a virusbeaddst kovetéen. Harmadszor, a virus-
beavatkozas a talamusz teriiletére korlatozodott, mig a talamokortikalis kor mas részein
(nRT, agykéreg) a szinaptikus gatlas tovabbra is érintetlen maradt. Mindezzel ellentétben
a korabban alkalmazott farmakoldgiai technikdk kevésbé voltak alegység és teriilet speci-
fikusak, ami az irodalmi adatok eltér6 értelmezéséhez vezetett (Crunelli és mtsai., 2011).
Negyedszer, konvenciondlis modszerekkel eddig lehetetlen volt az dsszetett eredettel ren-
delkez6 GABA 4 dramok tanulmanyozdsa, mivel sem 2 alegység specifikus drog nem
1étezik, sem a teljes v2-KO dallat nem életképes. Mig az altalunk alkalmazott mddszer-

rel kvantitativ médon lehetett az extraszinaptikus GABA , receptorokat jellemezni, és az

altaluk kialakitott fazisos gatlds kovetkezményeit tanulmanyozni.
6.2.2. Eltéro tiizelési mod kiilonbozo gatlasi moddal parosul

Eredményeink ramutattak arra, hogy jelentds kiilonbség figyelhetd meg a kivaltott IPSC-
k kozott abban az esetben, ha a preszinaptikus sejt tonusos vagy burst tiizelési médban
tiizelt. A spontén és kivaltott gyors IPSC-k teljes eltlinése a szinaptikus receptorok kiva-
gasat kovetden arra utal, hogy ténusos tiizelés sordn a gyors IPSC-ket elsésorban szinapti-
kus receptor-ioncsatorndk kozvetitették. Ezzel €les ellentétben, burst tiizelési mod esetén
jelentds nem-szinaptikus (feltételezhetSleg extraszinaptikus) receptor populdcié is bevo-
ndsra keriilt. Mindez azt jelenti, hogy a talamikus lassi GABA , dramok aktivdloddsdhoz
az nRT sejtek burst tiizelése sziikséges. A sejtek tonusosbdl burst médba vald kapcesoldsa
hatalmas t6ltés atvitel novekedést eredményezett (180-szoros). Ez a tipusu fazisos, nem-
szinaptikus gatlas elegendd volt ahhoz, hogy a posztszinaptikus sejtb6l visszacsap6 burst
tiizelést véltson ki. Mindezt az in vitro megfigyelést megerdsitik az in vivo talamikus egy-
sejt elvezetések, ahol a sejtek szinaptikus GABA , receptorok hidnydban is burst médban
tiizeltek, s6t a talamokortikélis oszcillacié sem modosult jelentGsen.

Fontosnak tartom megjegyezni, hogy az nRT sejtek tiizelési mddja szorosan korre-
14l a viselkedési allapottal. Mig tonusos tiizelés els6sorban az ébrenlét sordn keletkezik,
burst tiizelés hatirozza meg az alvds (NREM fézis) és dlmossag sordn tapasztalt tala-
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mikus agyi aktivitdst (Steriade és mtsai., 1986). Az altalunk is mért lassi GABAerg jel
képes a T-tipusu Caj csatorndk ritmusos deinaktivaléddsanak iddzitésére, igy alvds sordn
a talamokortikalis ritmus beinditdsdra és fenntartdsara. Ezzel ellentétben az ébrenlét so-
rdn tapasztalt gyors tonusos tiizelés tilsdgosan rovid gatlé dramokat eredményez, mely a
szenzoros informacid kontrollalasara alkalmas, de a T-csatornak deinaktivalasahoz nem
jarul hozza.

A kisiilések gyors sorozatanak, mint amilyenek a talamikus alacsony kiiszobi burs-
tok, egészen mds hatdsa van az idegi hél6zatkora, mint az egyszeri tiizelésnek. A burst
moédban tiizeld sejtek az informdacionak bizonyos jellegét felerdsitve hordozhatjak (Xu
és mtsai., 2012). Az agyban a transzmitter iiriilésének valdszinlisége egyszeres tiizelés
esetén alacsony (Borst, 2010). Egy gyors kisiiléssorozattal azonban a transzmitter iiriilé-
sének valoésziniisége jelentdsen nd, mely megnoveli a szinaptikus transzmisszié megbiz-
hat6sagat (Lisman, 1997). Eber 4llapotban a talamikus burstok ardny minddssze pér sza-
zalék (Guido , Weyand, 1995). Ebrenlét sordn ennek megfelelGen a burst tiizelés alkalmas
lehet éles figyelmi dllapotviltozasok kozvetitésére (Crick, 1984; Sherman, 2001b). fgy,
habdr a ténusos tiizelés a meghatirozé a talamuszban ébrenlét soran, az idénként meg-
jelend burstok szintén relevans informaciét kozvetithetnek a kéreg felé a kdrnyezetben
tortént valtozasokrdl (Bosch-Bouju és mtsai., 2013).

Meglepetésként tapasztaltuk, hogy a szinaptikus GABA , receptorok kiiitése a szele-
tekben mért tonusos dramra is hatdssal volt, mivel az anatomiai adatok nem utaltak az ext-
raszinaptikus a4 alegység megvéltozott szintjére. A csokkent ténusos gatldsra magyara-
zattal szolgédlhat, hogy a disztlis dendritszakaszokrdl is eltiint a gyors fazisos gatlds, ami
a sejttestbdl elvezetve a dendritikus sz{irés miatt megkiilonboztethetetlen a tonusos aram-
tdl (Farrant , Nusser, 2005). Masrészt, nem zarhat6 ki az sem, hogy az ambiens GABA

koncentrécié homeosztatikus szabdlyozas révén csokkent, vagy a szinaptikus GABA , re-

ceptorok is hozzdjarultak a ténusos dram kialakitdsdhoz.
6.2.3. Az epilepszia hidnya a virusfertozott allatokban

El6szor is nem tapasztaltunk a gabazine indukadlta epilepszidhoz hasonlé aberrans oszcil-
laciot in vivo altatott dllatban, ha ,,csak”™ a szinaptikus GABA , receptorokat tavolitottuk
el a talamuszbdl. A késébbi eredményeink tiikkrében mindez a jelenség megmagyardzhatd
a fennmarad¢é (ugyan jelent6sen csokkent) burst IPSC-kkel.
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Masrészt, szamos tekintetben kiilonbozik egymastdl a talamikus gatl aramok far-
makoldgiai €s genetikai blokkoldsa. Ugyanis mig a gabazine-t nagy koncentracioban egy-
szerre mostuk be a talamuszba, addig a virus dltal kozvetitett 2 alegység kivdgddasa
minimum 6rdk, ha nem napok alatt zajlott le. Mindez eldsegiti a gyors kompenzacids

mechanizmusok fellépését, amire a gabazine esetében nincs maod.
6.2.4. A virusfert6zott relésejtek is burstolnek altatas soran - ugyan Kicsit masképp

A kisérleti felallasunk lehet6séget biztositott arra, hogy a normadlisan oszcillalé neurélis
halézatba agyazott egyedi, szinaptikus gétlast nélkiil6z6 talamokortikélis sejtek tiizelési
mintazatat tanulmanyozzuk. Kisérleteinket két talamikus régidéban végeztiik, az elsérendd
VB magban és a magasabbrenddi Po magban, melyekrdl tudjuk, hogy eltérd serkentd és
gatld osszekottetésrendszerrel rendelkeznek (Hoogland és mtsai., 1991; Bartho és mtsai.,
2002; Bokor és mtsai., 2005; Wanaverbecq és mtsai., 2008; Groh és mtsai., 2013).

Mivel a relésejtek rendelkeznek minden olyan konduktancidval, ami lehetévé teszi
benniik a spontén, ritmusos, alacsony kiiszobii burstok keletkezését, ezért az a tény, hogy
szinaptikus GABA , gétlds hidnyaban is képesek erre altatds sordn, nem meglepd. Viszont,
mivel ketamine-xylazine altatds sordn csak az Up state-ek alatt burstoltek a v2~/~ relé-
sejtek, ez azt jelenti, hogy a kéreg valamiképpen Osszerendezi a talamikus oszcillaciét az
Up state-ekkel. Csoportunk nagy multra tekint vissza a talamikus relésejtek (elsésorban
az els6rendli VB és a magasabbrendii Po) lassu oszcillaciéhoz valé faziskapcsoltsaganak
vizsgalataban (Slézia és mtsai., 2011). A két vizsgalt teriileten jelent6s magok kozotti
kiilonbségeket taldltunk. A magasabbrendli magokban a kortikalis 6todik rétegi oridster-
mindlisok relésejteken kifejtett szinkronizal6 hatisa egyértelmiien lathatd, itt rogtdon az
Up state elején burstdlnek a relésejtek. Az els6rendii régidkba azonban nem érkezik csak
moduldlé bemenet a kéregbdl, ott a kéreg befolydsa inkdbb az nRT kozbeiktatdsdval va-
16sul meg, ezért is kevésbé faziskapcsoltak a sejtek az Up state elejéhez (Groh és mtsai.,
2013). Esetiinkben az AAV-Cre virusfert6zott VB és Po sejtek Up state-ekhez torténd fa-
ziskapcsoltsaganak megallapitdsa nem volt cél (f6leg technikai okok miatt nem tettiink
ra kisérletet). Gondolatkisérletben lefuttatva az analizist faziseltoléddsban megnyilvanuld
hatdst csak a VB sejteknél feltételezhetnénk, hisz az 6 tiizelésiik jobban fiigg a gatl6 nRT
bemenetektd], mint a magasabbrendi Po tiizelése. Mivel azonban a 72—/~ sejtekben is

megmaradt (ugyan méretében jelentdsen csokkent) az nRT eredetii burst IPSC, ezért a
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VB sejtek faziskapcsoltsagaban is mindossze minimadlis valtozast valdszin{isithetiink.

Mint ahogy az a 18. 4brdn is lathatd, az AAV-Cre virusfert6zott sejtek burstolése
megmaradt, de maguk a burstdk sok tekintetben eltérnek a kontrollban mért burstoktdl.
A VB esetében csokkent a relésejtek tiizelési frekvencidja (mintegy a felére a kontrollhoz
képest), amit els6sorban az alacsonyabb burst frekvencia magyaraz (ami szintén kb. a
felére esett vissza). Tehat ritkabban burstdlnek a v2~/~ VB sejtek.

A burstok intraburst frekvencidja is szignifikdnsan kisebb lett. Mivel az intraburst
frekvencia csak a T-csatorndk dltal 1étrehozott depolarizdci6tol (és nem a bedramlé Caj
altal aktivalt egyéb konduktancidktol) fiigg (Tscherter és mtsai., 2011), ezért kijelenthet-
jiik, hogy az AAV-Cre virusfert6zott VB sejtjeiben kevesebb T-tipusu Caj csatorna akti-
valédott. Ahhoz, hogy a csatorndk aktivdlddni tudjanak, azokat elébb deinaktivalni kell
egy megfeleld nagysdgi hiperolarizalé bemenettel. Mivel a v2~/~ VB sejtekben szig-
nifikdnsan kisebb toltés atvitellel rendelkezd gatld burst IPSC-ket lehet csak kivaltani,
ezért ezek feltehetSleg nem mindig elegend6ek ahhoz, hogy a T-csatorndkat deinaktival-
jék (ezért csokkenhet le a burst szam), illetve ha ki is valtanak alacsony kiiszobi burstét,
a kinyilé T-csatorndk szdma kevesebb, ami kisebb depolarizicidval, ezaltal lassabb int-
raburst frekvencidval jar. Mivel a burston beliili akciés potencidlok szdma nem valtozott,
ezért értelemszertien hosszabb egyedi burstoket kaptunk az AAV-Cre virusfert6zott VB
sejtjeiben.

Ugy gondoljuk, hogy a Po sejtek esetében a serkentd bemenetnek nagyobb a szerepe
az alacsony kiiszobi burstok kivaltdsdban, mint a gitlé bemenetnek. A Down state végére
ugyanis a relésejtek sajat tulajdonsaguknak megfelel6en kell6 mértékben hiperpolariza-
l6dtak ahhoz, hogy elegend6 szamu T-csatorndjuk keriiljon deinaktivalt allapotba. Ekkor
az Up state elején érkezd kortikdlis 6todik rétegi driver bemenetek elegendéek ahhoz,
hogy szinkron kivaltsdk az alacsony kiiszobti burst tiizelést a Po sejtjeibSl. Mivel a depo-
larizacié mértéke a deinaktivalt T-csatorndk szamétdl fiigg, azok pedig a Down state alatt
kelld szamban deinaktivalodtak, ezért sem az atlagos tiizelési frekvencidban, sem a burs-
tok frekvencidjaban, sem az intraburst frekvencidban nem varunk, és nem is tapasztaltunk
kiilonbséget a virusfert6zott és a kontroll oldal sejtjei kozott. Egyediil a burston beliili ak-
cids potencidlok szama esett le szignifikdnsan, ami altal a burstok hossza is megrovidiilt.

Mivel fiziolégids koriilmények kozott a T-csatorndk inaktivacids fél-maximum fesziilt-
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sége kozel van ahhoz a fesziiltséghez, ahol mar a csatorndk deinaktivalédnak, ezért az
inaktivacios fesziiltségfiiggésben bekovetkezd apré moduldcidknak is nagy hatdsa lehet a
relésejtek ingerlékenységére és szinaptikus integraci6jara (Tscherter és mtsai., 2011). Ep-
pen ezért lathatjuk a burston beliili akcids potencidlok lecsokkenését is, amit feltehetdleg
a csokkent szinaptikus gatlds szamléjara lehet irni.

Mivel a talamikus relésejtek burst tizemmodja tekinthet6 a sejtek alapallapotanak,
ez annyira robosztus tulajdonsaguk, hogy a szinaptikus gatlas kiesése kvalitative nem
befolydsolja a megjelenésiiket.

Mindezek alapjin azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a szinaptikus gatlds hatdsa
egy sejt tiizelési mintdzatanak kialakitdsaban attdl fiigg, hogy az adott sejt milyen neurélis

halézat része.
6.2.5. Fennmarad az orso, de lelassul

Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy a talamikus orsé oszcillacié fennmaradt a funk-
ciondlis szinaptikus GABA , receptorok hidnyéban is. Az orsé oszcillaci6 keletkezéséhez
intakt T-tipusu Caj csatorndkkal rendelkezd nRT-ra van sziikség (Astori és mtsai., 2011).
Az nRT-ban keletkezd alacsony kiiszobt burstok valtjak ki a relésejtek visszacsap6 burst-
jeit, hisz azok T-csatorndinak deinaktivdldsdhoz hiperpolarizdlé bemenetre van sziikség.
A relésejtek ezt kdvetden massziv visszacsatolé kapcsolataik révén tjbol serkentik az
nRT sejteket a burstdlésre, hisz az nRT sejtek eleve hiperpolarizdltabb nyugalmi memb-
ranpotencidlon vannak, igy serkentéssel kivalthat6 benniik az alacsony kiiszob( burst. Ez-
zel kialakul egy nRT-relésejt oda-vissza serkentés-gatlas, aminek a kéregbe tovabbitddd
megjelenési formdja az orsé oszcillacio.

Tehat ezek alapjan beldthatd, hogy az nRT-bdl érkezd megfeleléen hiperpolarizalé
burst IPSC-re van ahhoz sziikség, hogy az nRT inditotta orsé kialakuljon. Az in vitro
kisérletekbdl latszik, hogy a gyors monofazisos IPSC-k eltinésének ellenére a burst IPSC-
k spontdn médon, és nRT aktivéciora is kialakulnak a 2=/~ VB sejtekben. A burst IPSC-
k kinetikdja minden tekintetben eltér a kontroll sejtekb6l mért burst IPSC-k kinetikajatol.
Anndl lassabb felfutdstiak, atlagosan kisebb az amplitddéjuk, és lassabban is csengenek
le. Mindezek ellenére dgy latszik, hogy mégis elegendd hiperpolarizacidt biztositanak a
relésejteknek ahhoz, hogy azok visszacsap6 bursttel valaszoljanak a bemenetre (1asd 27.
dbra). A relésejtek azonban addig nem tiizelnek, amig nem regenerdlédtak az nRT-t6l
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szdrmaz6 gétlasbol.

Mivel a v2~/~ VB sejtekben a burst IPSC hatdsara késébb alakul ki a maximalis
hiperpolarizacio, €s mivel az tovdbb is tart, ezért a relésejtek a kontroll dllapotndl késdbb
tudnak csak visszacsapd bursttel vadlaszolni a hiperpolarizalé ingerre. Ez alapjan belat-
hat6, hogy az orsok frekvencidjat a relésejt-burstok kozott eltelt id6, azt pedig a relésejtre
érkez6 nRT-bol szdrmazo burst IPSC kinetikdja hatdrozza meg (Bal és mtsai., 1995).

A kérgi EEG-n a 7 — 15 Hz-es frekvenciatartomdnyban kimutathaté stiriségvaltoza-
sok bizonyitottan kapcsolatban dllnak az nRT eredetii ors6kkal (Cueni és mtsai., 2008).
Az orsok enyhe lassuldsdnak a mi modelliinkben nincs hatdsa az EEG-n a NREM/REM

atmenet el6tt fellépd 7 — 15 Hz-es frekvenciatartomanyban bekodvetkez6 stirtiségndveke-

désére.
6.2.6. A relésejetek ingerelhetosége (feltehetoleg) no

A GABA , receptorok ténusos aktivicidjanak van egy nagyon jelent8s tulajdonsdga: a sejt
input konduktancidjanak novelése. Ez befolydssal van a sejtre érkez6 bemenetek altal kel-
tett arammozgasokhoz kothets fesziiltségvaltozas nagysagara, idGtartamara és a fesziilt-
ség tovaterjeds lecsengésére. Ezaltal egy adott inger (posztszinaptikus aram) altal kivaltott
posztszinaptikus potencidl mérete és id6tartama lecsokken, a jelintegriacidra alkalmas tér-
és idbablak pedig lesztikiil, csokkentve az akcids potencial kialakuldsdnak esélyét (Far-
rant , Nusser, 2005). Vagyis aktiv tonusos konduktancidk mellett a sejtek ingerelhetGsége
kisebb, mint a ténusos konduktancidkkal nem rendelkez6 idegsejtek ingerelhetdsége.

Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy a ténusos dram a 2=/~ relésejtekben
lecsokkent a kontroll sejtekhez képest, illetve hogy nétt a sejtek input rezisztencidja.
Mindez azt jelenteni, hogy a 72/~ talamikus relésejtek hamarabb vélaszolnak akcids
potencidllal a rajuk érkezd serkentd ingerekre, azaz az ingerlékenységiik nagyobb. Mi
mégsem tapasztaltunk fokozottabb relésejt-aktivitast. Feltehetdleg ez azzal magyarazhato,
hogy az egysejt aktivitast altatds alatt néztiik, amikor is a relésejtek burst médban, €s nem
a kabel tulajdonsagaiknak megfelel6 mddon tiizelnek (mint ténusos tiizeléskor, a beérkez6
bemenetek frekvencidjaval linedris médon novelve a kimenet frekvencidjit). Azonban ez
nem zarja ki, hogy éber dllatban, amikor is a tonusos iizemmod a meghatdrozo, a sejtek
hamarabb, nagyobb pontossaggal reagdlndnak a bemeneteikre a megndvekedett ingerlé-
kenységiik miatt. Ez is alditdmasztja az éber elvezetések fontossigat.
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6.2.7. A burst IPSC-k eredetének nyomaban

Munkankbdl kideriilt, hogy az nRT sejtek burst tiizelésekor keletkezd IPSC-kért kb. fele-
fele ardnyban feleldsek a szinaptikus és extraszinaptikus GABA , receptorok. A szinap-
tikus receptorok kiiitése utdn is fennmaradt ugyanis egy lassu felfutési és lecsengési id6-
vel jellemezhet$ dram, ami az extraszinaptikus receptorok bevonasara utal. Nemrégiben
t6liink fiiggetleniil is sikeriilt bizonyitani az extraszinaptikus a4 alegységek szerepét az
nRT-talamokortikalis szinapszisokban burst tiizelés sordn (Herd és mtsai., 2013).

Eredményeink alapjan valdszindsithetd, hogy az nRT tonusos tiizelése nem elég ah-
hoz, hogy a kiiiriilt GABA az extraszinaptikus receptorokat is aktivalja. Ellenben burst
tiizelés esetén nem csak a szinaptikus GABA , receptorok aktivicigja torténik meg. Ez
alapjan a burst IPSC-k nem csupdn a konvenciondlis GABA , receptor kozvetitette IPSC-
k id6beni linedris 6sszegz6désének az eredményei, mint ahogy azt korabban gondoltak
(Kim és mtsai., 1997), hanem egy nagy mennyiségli GABA iiriilést kovetd erGsen szup-
ralinedris folyamat. Tehdt ezek szerint az extraszinaptikus receptorok nem csak a tonusos
dram kialakitasart felelsek, hanem aktivan részt vesznek a fazisos folyamatokban is.

Az nRT burst tiizelése sordn nagy mennyiségben kiliriil6 és felhalmozodé GABA az
extraszinaptikus receptorokat is elérve, azokat aktivalja, melyre a repetitiv ténusos tiizelés
(10 — 50 Hz) nem képes (Wanaverbecq és mtsai., 2008). Mivel az nRT-talamokortikalis
szinapszis depresszalo, feltehetSleg a neurotranszmitter iiriilést specifikusan fokoz6 me-
chanizmusok kapcsolhatnak be burst tiizelés esetén. Ennek a bizonyitdsara azonban még
tovabbi vizsgdlatok sziikségesek.

A burst IPSC-k eredetén gondolkozva el6szor is a preszinaptikus oldal vezikulaiirii-
1ési sajtossagait érdemes koriiljarni. Mivel az alacsony-kiiszobii T-csatorndk indukéljak
a nagy frekvenciaji Na* alapd akcids potencidlok keletkezését az nRT-ban, ezért kézen-
fekvs, hogy a megnovekedett intracelluldris Caj tranziensnek tulajdonitsunk fontos sze-
repet a ténusos tiizeléstdl eltéré burst IPSC-k keletkezésekor (Neher , Sakaba, 2008).
Felmeriilt, hogy az nRT sejtek alacsony kiiszobii burstolése sordn, akdr a megnovekedett
intracelluldris Caj tranziens kovetkeztében, aszinkron, multivezikuléris neurotranszmitter
tiriilés torténik. Ebben az nRT-ban is jelenlevd CaV3.2 T-tipusu Caj csatorndk jatszhat-

nanak szerepet, mely csatorndkrél mar bebizonyosodott, hogy bizonyos preszinaptikus

aktiv zénédban felddsulva vezikulaiiriilést képesek indukalni (Carbone és mtsai., 2006). A
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T-csatorna kozvetitette vezikulaiiriilést HCN csatorndk szabalyozhatjdk, mint ahogy azt
az entorhindlis kéreg harmadik rétegi piramissejtjeire érkezd serkentd termindlisok eseté-

ben igazoltdk (Huang és mtsai., 2011).
6.2.8. Limitaciok

A teljes génkilitott modell dllatok szamos esetben tantiskodtak arrél, hogy mennyire plasz-
tikus médon miikodik az idegrendszer: az egyedfejlédés soran kompenzacids mechaniz-
musok egész tarhaza alakult ki arra, hogy az indukalt mutacidkat valamilyen médon ki-
kiiszobolje. Eppen ezért sok esetben csak a halézati reorganizaciérdl tudhatunk meg tob-
bet KO allatok haszndlatdval. J6 példa erre a GABA, receptor a3 génkiiitott egér. Az
nRT-ban ugyanis felndtt dllatban az o alegységek koziil csak a3 GABA, alegység mu-
tathat6 ki (Pirker és mtsai., 2000), igy annak kiiitését6l méltan vartdk a kutatdk a tala-
mokortikalis oszcillacidk felboruldsat, mint ahogy az 33 génkiiitott allatokban ez be is
kovetkezik (Huntsman és mtsai., 1999). Az nRT gétlé dramok megsziinése és epilepszia
kialakulédsa helyett azonban, intakt alvds-ébrenléti ciklust, normélis EEG-t, €s mindenek-
elott intakt gatld dramokat mértek az nRT sejtjeiben (Winsky-Sommerer és mtsai., 2008).
Hasonl6 médon nem mutatott jelentGsebb viselkedési deficitet az a1l alegységre KO 4l-
lat sem, habdr mind a talamusz, mind a cerebellum teriiletér6l nagy szamban tiintek el
az al/gephyrin klaszterek (Kralic és mtsai., 2006). A v2 KO egértérzsben kevésbé ha-
tékony a rendszer Ujraszervezddése, €s az életbeviagbéan fontos GABA , receptoralegység
kiesésének meg is van a kovetkezménye: az éllatok nem életképesek (Essrich és mtsai.,

1998).
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7. KOVETKEZTETESEK

Az els6 tanulmanyban megéllapitottuk, hogy a talamusz legfébb bemenetét jelentd dri-
verek szervezddése igen véltozatos. Habar az az dltaldnosan elfogadott nézet, hogy a ta-
lamusz legfébb tulajdonsiga a periférids (szenzoros) informécid agykéreg felé torténd
relézése, eredményeinkbdl az latszik, hogy a f6emlds talamusz igen nagy hanyadardl hi-
anyoznak az ehhez sziikséges szubkortikdlis driver bemenetek. Ezen feliil eredményeink-
bdl az latszik, hogy nem minden talamokortikdlis relésejt kizdrélagosan driver bemene-
tek irdnyitdsa alatt 4ll, hanem léteznek olyan régidk, ahol a serkent6 és gatld afferensek
egylittesen hatdrozzdk meg a relésejtek tiizelését. Mivel a relésejtek 4ltal kozvetitett tize-
net a driver termindlisok méretét6l és eredetétdl fiigg, és ez eredményeink alapjan igen
valtozatos, ezért ugy gondoljuk, hogy a relésejtek jelfeldolgozasa is véltozatos lesz. Ered-
ményeink keretet adnak a kordbbi és jovébeni talamuszt érinté f6emlds kutatdsoknak, és
mindemellett a talamuszt érint6 human neuroldgiai korképek morfoldgiai leirdsanak.

A bemutatott mdasodik tanulmidnyban egy eleddig fel-nem-ismert kisiilésmod-
specifikus géatldé mechanizmust tartunk fel egy régéta tanulmanyozott szinapszisban. A
vizsgalt struktira f6 feladata a talamokortikalis sejtek szinkronizdldsa oszcillacié soran.
Eredményeink Osszetett szinaptikus elrendez&désre utalnak, ahol finoman hangolt egyiitt-
miikodés figyelhetd meg a kiilonb6z6 GABA , receptorok kozott preszinaptikus kisiilés-
moédnak megfelelen. A talamikus GABA , receptorok molekuldris 0sszetevéinek meg-
ismerése elengedhetetlen ahhoz, hogy az alvds sordn tapasztalt talamokortikdlis szink-
ronizdcié mechanizmusat megértsiik, mivel koztudottan a GABA , receptorok jelentik a
nyugtatd és altaté drogok f6 célmolekuldjat (Winsky-Sommerer, 2009). Eredményeink
elegans bizonyitékkal szolgdlnak a GABA , receptorok specifikus szerepére egyes visel-
kedési allapotokban, és igy egy 1j, célzott gydgyszerkutatdsi irdnyba mutatnak. Az ez
alapjén kifejlesztett altaté egyediildllé modon csak az alvés sordn tapasztalhat6 talamikus
gatlast fokoznd, mig az ébrenlét sordn jelentkezd fazisos gitlds nem szenvedne kart, tehat

a nem-kivant mellékhatdsok szdma is jelentGsen csokkenne.
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8. (OSSZEFOGLALAS

Az agykéreg szervezddésének megértéséhez elengedhetetlen, hogy tisztdba legyiink a kiil-
vildggal kapcsolatot tart6 legfontosabb bemeneti forrasanak, a talamusznak a mikodésé-
vel. Sem a talamuszt, sem az agykérget nem érthetjilk meg, ha nem intakt egységként
tekintiink a két struktirara.

PhD munkdm sordn a talamusz serkent6 drivereit és szinaptikus géatldsat tanulma-
nyoztam majomban, illetve egérben, mint modell dllatokon. Eredményeim alapjdn koze-
lebb keriiltiink a talamusz miikodésének megértéséhez.

A f6emldsok talamuszat a relésejtekre legnagyobb befolydssal biré iranyité serkent6d
bemenetei alapjan részekre osztottam, ezaltal 1étrehozva egy funkcionalis tulajdonsagok-
rol is informaciét ad6 talamusz térképet. Fény- €s elektronmikroszképos eredményeim
alapjéan kideriilt, hogy a talamusz nem oszthat6 fel egyértelmiien kortikélis €s szubkortik4-
lis eredet(i driver bemeneteket tartalmaz6 régidkra. S6t, kideriilt, hogy a driver bemenetek
mérete is nagy variabilitdst mutat a talamikus magok kdzott, ami tovabbi heterogenitast
biztosit a talamuszban. Az altalam végzett kisérletsorozat az irodalomban fellelhetd els6
munka, mely szisztematikusan megerdsitette, illetve korrigdlta a ,,driver teéria” alapjan
elsérend(i és magasabbrendi relékbdl all6 talamikus felosztast.

A doktori munkdm tovébbi részében az egér talamuszdban a gatlassal foglalkozva
munkatdrsaimmal bebizonyitottuk, hogy altatott (illetve szabadon alvd) dllatokban a ta-
lamikus gatlé szinapszisokban helyet foglal6 GABA , receptorok nem esszencidlisak a
normalis talamokortikalis folyamatokhoz. Immunohisztokémiai kisérletekkel igazoltam a
GABA , receptor 2 alegységének eltlinését a gatld szinapszisokbdl. In vitro kisérleteim
soran kideriilt, hogy a talamusz rendelkezik egy olyan gétld receptor populédcidval, ami
csak fokozott preszinaptikus aktivitds sordn aktivalodik, ezéltal kifejezetten a retikularis
talamusz feldl érkez6 burst kisiiléssorozatok hatékony tovabbitisara alkalmas. Feltehets-
leg szinaptikus gatlds hidnyédban is ezen receptor populdcid jarul hozza a kozel normélis

talamokortikélis relésejt-aktivitas, és oszcillaciok fennmaradasidhoz.

99



DOI:10.14753/SE.2014.1950

9. SUMMARY

To understand the organisation of the neocortex it is inevitable to know the thalamus, as
it provides the main input source to the cortex conveying relevant information from the
periphery. We cannot study either the thalamus or the neocortex in separation, only as an
intact organ.

During my PhD I conducted two projects: First, I mapped the excitatory drivers
of the primate thalamus and second, I examined the role of 42 subunit of the GABA ,
receptors in the GABAerg inhibition in the mouse thalamus. The results that I presented
in my thesis enabled us to understand the thalamus even better.

I devided the primate thalamus into functional parts based on the presence, origin
and size of its most relevant excitatory driver inputs. I disclosed large heterogeneity in
the organization of the major inputs to the thalamus. To date, this is the first project that
systematically validated and corrigated the thalamic map based on the driver theory.

In the mouse, we proved that the synaptic GABA, receptors are not essential for
normal thalamocortical thythms during natural sleep or anaesthesia. We found a GABA
receptor population that is only activated when the presynaptic neurons fire in burst mode,
which means a behavioural state dependent activation of the inhibitory receptors. Presum-
ably without synaptic inhibition the activation of these non-synaptic receptors restores the

quasi-normal relay cell activity and thalamocortical oscillation.
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