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Doktori munkam azon kutatasi iranyvonalhoz szolgal eredményekkel, mely kiemeli, hogy a
talamusz nem csupan az agykéreg passziv reléje; kilénb6z6 afferensei és a helyi fiziologiai
tényez6k megvaltoztathatjak adaptiv kommunikaciéjat az eléagyi strukturakkal, igy végsé soron
magat a tanulast és a viselkedésbeli plaszticitast.

Tanulmanyaim els6 részének fokuszaban egy elsédleges talamikus mechanizmus, az alvasi
ors6 oszcillacié keltése all, mig a masodik rész az amigdalavetité talamikus magok affektiv

jelfeldolgozasat targyalja.

1. RESZ Az alvasi orsok hémérsékletkapcsolt dinamikajanak vizsgalata

1.1. A tanulmany hattere és céljai

Mig az alvas min6sége nagymértékben fligg a héviszonyoktdl, az alvas szabalyozasa pedig
szorosan kapcsolodik a hészabalyozashoz (Krauchi & Deboer, 2010), az alvas alapjat képezé
ideghaldzati aktivitas hémérsékletfiggését szérvanyosan targyalja az irodalom.

Emi&sfajokon végzett kisérletek kimutattak, hogy a test és az agy hémérséklete még egyetlen
alvasi periodus alatt is valtozik. A NREM (non-rapid eye movement, nem gyors szemmozgasos)
alvas az agy és a test hdmérsékletének csdkkenésével jar, am a REM soran az agy hémérséklete
szamos szarazfoldi faj esetében paradox mdédon névekszik (Kawamura & Sawyer, 1965; Kovalzon,
1973; Lyamin és mtsai, 2018). Ezenkivil a maghdmérséklet egyénenként (Sund-Levander és
mtsai, 2002), illetve a kdrnyezeti hémérséklet valtozasaval (Alfoldi és mtsai, 1990) is eltérhet.

Jol ismert, hogy a hémérséklet befolyasolja a bioldgiai folyamatok sebességi ratajat; az agyi hé
folyamatos Ujraelosztasa ellenére az idegsejtek aktivitdsa is a hdmérséklet fliggvénye. A
testhémérséklet valtozasa magaval vonhatja az agyi allapot fluktuacioit (Whitten és mtsai, 2009);
az agy hémeérsékletének 1 °C-os valtozasa elegendd ahhoz, hogy az EEG frekvenciait 10 Hz felett
1 Hz-cel elmozditsa (Deboer & Tobler, 1995). A hdémérsékletfiggb valtozasok az agyi
oszcillaciokban, melyek szinkronizalt idegpopulaciok aktivitasat tukrozik, a hémérséklet haldzati
mukodésre kifejtett drasztikusabb kovetkezményeire mutathatnak.

A talamokortikalis oszcillaciok kozott az alvasi orsok 7-15 Hz frekvencigju, 1-3 s hosszusagu
atmeneti ritmikus aktivitasok az alvas korai szakaszaiban. A serkentd talamokortikalis (TC) vetit6
és a gatlo retikularis neuronok koélcsonods ritmikus interakcidja révén lépnek fel, amely agykérgi
halézati tevékenységet is bevon (Steriade és mitsai, 1985). Az orsokrdl szamos tanulmany sziletett
az alvas min6ségével, a memodriakddolassal és a mentalis egészséggel kapcsolatban. Ugyanakkor
ezek az atmeneti oszcillaciok kifejezetten érzékenyek az emlds test hévaltozasaira. Az
orsofrekvencia toébbek kozoétt erésen figg a menstruaciés ciklus folyaman jelentkezé fiziologias
testhBmérséklet-valtozasoktol (Driver és mtsai, 1996). Az orsdaktivitas cirkadian modulaciét is

mutat: legnagyobb denzitasat a szokasos lefekvési id6ben, a magh&mérséklet maximalis



csokkenéseénél éri el (Dijk & Czeisler, 1995). Mindezek nyoman elengedhetetlen annak tovabbi
tanulmanyozasa, hogy az orsok dinamikajat hogyan befolyasoljagk a test és az agy
hémérsékletének valtozasai.

Szamos poikilotermikus allatfaj kompenzaciés mechanizmusokat alkalmaz annak érdekében,
hogy idegi oszcillatorai robusztusak legyenek a kornyezeti hémérsékletvaltozas kihivasaival
szemben (Tang és mtsai, 2012). Az, hogy létezik-e hasonld6 mechanizmus az emlésok
talamokortikalis rendszerében, nem jol ismert.

Vizsgalataim ezen részében az alvasi orso oszcillacié és a valtozé mag-, illetve agyhémérséklet
kozotti dsszefliggést vizsgaltam.

o Tanulmanyoztam az orsdk paramétereinek lehetséges valtozasait a mag, valamint az agy

hémérsékletének szelektiv modositasa és meérése soran (la cél);

o Megvizsgéltam, hogy az orsdaktivitas hogyan viszonyul a spontan agyi hémérséklet-

valtozasok mikroarchitekturajahoz (b cél).

1.2. Kisérleti megkozelitések

la. Az elsé cél az orsd oszcillacibk hdémérsékletfliggésének vizsgalata volt a globalis
hészabalyozas minimalis interferenciajaval. Ennek érdekében uretanaltatast alkalmaztunk,
amelyrél ismert, hogy rontja a h&szabalyozasi folyamatokat (Malkinson és misai, 1988), mégis
mimikalja a természetes alvast (Clement és mtsai, 2008). Iy médon a maghdmérsékletet
valtoztatni lehet kilsé melegitéssel kdzel fiziolégias hatarokon bell.

Linearis, 16 csatornas NeuroNexus (Ann Arbor, MI, USA) sziliciumelektrodokat hasznaltunk
szélessavu agyi aktivitas rogzitésére altatott C57BL/6 him egerek (n=8) ventralis posteromedialis
(VPM) talamuszmagjabdl és az els6dleges szomatoszenzoros kéregbdl (1.3.1.1./a abra). Az
allatok testhémérsékletét 34 és 39 °C kozott valtoztattuk (1.3.1.1./b abra). Az agyhémeérséklet és a
VPM aktivitas egyideji méréséhez a kutatécsoportunkkal egylttmikoédésben kifejlesztett un.
‘termoelektrédot’ hasznaltuk (Fekete és mtsai, 2017). Ez utébbi rendelkezik elektrofizioldgiai
mérésre alkalmas kontaktokkal, valamint egy héérzékeny platinaszallal, amely lehetéséget ad a
koérnyezd szévet hémérsékletének <0,2 °C abszolut pontossaggal (<0,002 °C relativ pontossaggal)
torténé6 mérésére. A felvételek 16 csatornas Intan RHD2132 erdsitbkkel, s RHD2000
felvevérendszerrel (Intan Technologies Llc.) késziltek. Az agy hédmérsékletét kalibralas utan a
termoelektrodban 1évd platinaszal ellenalldsanak mérésével hataroztuk meg (Fekete és mitsai,
2017) Keithley 6221 preciziés aramgeneratorral és Keithley 2000MM multiméterrel (Keithley
Instruments Inc.). Az dsszes jelet 20 kHz-en mintavételeztik, kivéve az agy hémérsékletét (5 kHz).
Az elektrokardiogramot (EKG), valamint a végbél és az agy hdmérsékletét egyszerre rogzitettik az
idegi aktivitassal az Intan RHD2000 rendszer analdég bemeneteinek felhasznalasaval.

Az alvasi orsokat félautomatikus miveletsorral detektéltuk a simitott és szirt (8-20 Hz), 1 kHz-

re lemintavételezett talamikus és kortikalis soksejt-aktivitasbol (multi-unit activity, MUA). Az orsok



frekvenciajat az automatikusan detektalt cikluscsucsok kozotti atlagos intervallumbél szamoltuk. Az
orsO prevalenciajat 2 perces idéegységekben adtuk meg. A hémérsékletet az adott ors6 elején
mértik. Az orséfrekvencia hémérséklet-fliggésének megadasahoz a Q1o értékét szamoltuk.

Az infralassu oszcillaciok elemzése esetén a jelek egy 10 s hosszu ablakkal voltak simitva, s 10
Hz-re mintavételezve, mig az agyhémérséklet 10 Hz-re volt interpolalva. A szigmateljesitményt a
MUA-béI (6-18 Hz) hataroztuk meg. A pulzusszamot az EKG jel detektalt R-hullamai alapjan

szamoltuk. A szigmaerd és a MUA az atlagértékikre volt normalizalva.

Ib. Az agy hémérséklete az 6sszes allatban szorosan kovette a maghdmérséklet valtozasat
(2.3.1.1./c abra), s 2-3 °C-kal alacsonyabb volt annal, ahogyan ez altatott kisallatoknal varhaté
(LaManna és mtsai, 1989). A termoelekirédban talalhaté platinafilamentumot ugyanakkor
felhasznaltuk a kornyezé agyszovet szelektiv felmelegitésére a négyvezetékes ellenallasméré
rendszer aramanak novelésével (Fekete és mtsai, 2017).

Ezekben a kisérletekben a termoelektrodot a VPM-be vezettik le (n=7), mik6zben az allatok
maghdémeérsékletét stabilan ~36 °C-on tartottuk. Ezenkivil egy linearis 16 csatornas elektrédot
helyeztiink az ellenoldali VPM-be kontroll mérés céljabdl (1.3.1.2./a abra). 2 perc méréaramot (1
mA) és 2 perc melegité aramot (4, 6, 8 mA) alkalmaztunk (1.3.1.2./b abra) ciklikusan. Utébbi
fokozatosan novelte a helyi szoveti hémérsékletet egészen 3 °C-ig, s ez a fit6 hatas viszonylag
lokalis maradt. A h6éérzékeldén athaladdé egyenaram nem stimulalta a sejtaktivitast elektromosan
(Fekete és mtsai, 2017), s nem zavarta meg az orsék el6fordulasat, valamint jellegliket sem
(1.3.1.2./c abra).

Minden elemzést sajat felhasznalasra irt MATLAB (MathWorks) kédokkal végeztink.

1.3. Uj tudomanyos eredmények
1.3.1. la tézis

Parhuzamos mélyagyi soksejtes elektrofiziolégiai elvezetés, mag- és agyhémérséklet-
mérés segitségével uretannal altatott egerekben kimutattam, hogy az alvasi orsé
frekvenciadja novekszik, a hossza csOkken a mag- és kovetkezésképpen az
agyhémérséklet emelkedésével. A helyi szovetmelegedés csak a fiitott oldalon
reprodukalta a hatasokat, ami helyi, biofizikai mechanizmusra utal.

Kapcsolddd folydirat-publikacio: [J1]

Részt vettem a kisérletek elméleti és modszertani megalapozasaban, megtervezésében,
valamint az akut elektrofiziologiai és hOmérsékletadatok gylijtésében, elemzésében és
értelmezésében. Részt vettem a kézirat kapcsolédd részének elkészitésében és
revizidjaban.

Kapcsolodd konferenciael6adasok: [C1] - [C6]

Bar az EEG ritmusok hdmérsékletfiiggését korabban targyaltak, ez az elsé olyan in vivo
tanulmany, amely az extracellularis idegsejt-aktivitas elvezetésével egy eszkdzon integralja az agy

hémérsekletének mérését, valamint a helyi szovethevitést a mogoéttes mechanizmus kutatasara.



Az ors6 frekvenciajat és hosszat mind a mag-, mind az agyhémérséklet konzisztensen és

forditottan modositotta az allatok tobbségében, a talamuszban és az agykéregben egyarant

(1.3.1.1./d-e abra). Mivel az agy hémérsékletének valtozasai kovették a testh&mérsékletet, a

vizsgalt paraméterek a test testhBmérsékletével szintén korrelaltak (1.3.1.1./f abra). Az orso

frekvenciajanak modulaciéja Qi koefficienssel megadhato; ez kifejezi a valtozas ratajat, amikor a

hémérseéklet 10 °C-kal emelkedik. A talamikus orsoknal 2,44 medianértéket mértink (1.3.1.1./g

abra). Ez illeszkedik az agyi oszcillaciék h6mérsékletfliggésére megadott tartomanyba, amely 2,3—

2,7 (Deboer & Tobler, 1995), arra mutatva, hogy ez a rata altalanos jelenség lehet a kdzponti

idegrendszerben.
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1.3.1.1. dbra: Az alvasi orso frekvenciaja és hossza korrelal az agy- és testhdmérséklettel.

a/ Mezb6potencial (LFP), soksejt-aktivitas (MUA) és hdmérséklet rogzitése a VPM talamuszmagbdl
linearis 16 csatornas elektroddal és a termoelekiréddal (bal, fluoreszcens Dil festett elektrddnyomok).
A hémérsékletet a termoelekirédban lévé platinaszal négyvezetékes ellenallasmérésével hataroztuk
meg, 1mA méréaramra kalibrdlva (kiemelés). A kontroll LFP felvételeket az ellenoldali primer
szomatoszenzoros kéregbdl (jobb elektrédnyom) vagy a VPM-bél lineéris 16 csatornas elektréddal
vezettik el. b/ Példa a test- (mag-) és az agyhdmérséklet valtozasaira melegitési és hiitési protokollok
alatt. Az orso frekvenciajat mind a mag-, mind az agyh6mérséklet modulalja a talamuszban és az
agykéregben egyarant. ¢/ Mind a melegitési, mind a h{tési protokollok alatt a test testhémérséklete
szorosan korrelal az agy hémérsékletével (n=8 egér). d/ A talamikus és kortikalis ors6 frekvenciaja
(balra) korrelal az agy hémérsékletével a b kisérletben. Az orsék hossza forditott 6sszefliggésben all
az agyhdémérséklettel (jobbra). e/ Az dsszesitett korrelacids egyutthatok azt mutatjak, hogy az orsoé
frekvenciajanak hémeérsékletfiiggése szignifikans hatas az allatok kozott. Az orsé idétartama
negativan modulalt, mig az orsé ciklusainak szama és az orsé prevalencigja nem fiigg az agy
hémérsékletétdl. t-teszt, *** p <0,005, ** p <0,01, * p <0,05). f/ Az orsé frekvenciajanak modulacidja
konzisztens a mag- és az agyh8mérséklet esetén (a szaggatott vonal jelzi az egységességet). g/ A
Q10 k6zépértéke az orsofrekvencia esetén illeszkedik a 2-3 biolégiai tartomanyba.

Kozzétett. (Csernai & Borbély & Kocsis és mtsai, 2019), 1. abra/ A, D-H panelein.




Amint az 1.3.1.2./d abran lathat6, a névekvd fltéaramok (4, 6 és 8 mA) alkalmazasa a helyi
orsofrekvencia fokozatos novekedését eredményezte a kontroll periddusokhoz képest. Az
ellenoldali agyféltekén negativ hatas volt megfigyelheté, ami potencialisan a hipotalamusz
hémérséklet-érzékelésébdl vagy megvaltozott vérellatottsagbdl is szarmazhat; ez azonban egy
nagysagrenddel kisebb és nem szignifikans valtozas volt a helyi szovethevilés hatasahoz képest.
Az orsoék idétartama szintén jelentésen (25.7+/-3.8 %) csokkent a 8 mA-es aram esetében. Ezek
az eredmények azt sugalljak, hogy az orsé frekvenciajanak hémérseékletfliggése nagyrészt lokalis
biofizikai folyamatoknak készdnhetd, s nem globalis modulaciés mechanizmusoknak.

Az orsoék frekvenciatartomanya alkalmas LTP indukalasara kortikalis halézatokban (Rosanova &
Ulrich, 2005), igy a frekvencidjaban bekdvetkezé barmilyen valtozas valoszinisithetéen
befolyasolja a szinaptikus potenciaciot is. Abban az esetben, ha az ors6k hozzajarulnak az ingerek
idébeli “koétéséhez” (temporal binding), és ablakot hoznak létre szinkron tlzeléshez, az orsé
frekvencigjanak doéntd szerepe van ebben. Alternativa lehet, hogy az orsdk altal hordozott
informaciot az egyes ciklusokban részt vevé idegsejtek kildnb6zd csoportjai hatarozzak meg. Az
orsO frekvencidjanak novekedését esetiinkben az idétartam kisebb mérvii csdkkenése

kompenzalta: ez akar tiukrézheti az orsékban kodolt informaciok robusztussagat az agy

hémérsékletével szemben.
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1.3.1.2. dbra: A hémérséklet helyi mechanizmussal befolyasolja az alvasi orsékat.

a/ Az egyik féltekén a VPM/VPL talamuszt lokalisan melegitettik a termoelektréddal, mig az idegi
aktivitast mind helyileg, mind az ellenoldali talamuszban rogzitettik (n=7 egér). Az ipsilateralis
kérnyez6 szbvetek hémeérsékletét termisztorral is mértik. b/ Az azonos oldali talamuszt 2 perc fiitési /
2 perc mérési ciklus révén melegitettiik. ¢/ Reprezentativ példak a talamikus orsdkra melegités
hianyaban és akodzben (felsd fekete folytonos jel: magas ateresztés( szirt felvétel; pontok: detektalt
soksejt-aktivitas; haromszdgek: detektalt orsociklusok a simitott MUA felett). A soksejt-aktivitas és az
ors6 szerkezete zavartalan maradt f(ités hatasara. d/ 4 allat Osszesitett eredményei a ndvekvd
fitéarammal fokozatos hatast mutatnak a talamikus orsoé frekvenciaiban (ures korok: nem szignifikans
hatés; kitoltott kordk: szignifikans hatas; kétmintas t-proba p <0,01 mellett; dsszesitett szignifikancia:
Mann-Whitney-Wilcoxon-teszt).

Kozzétett. (Csernai & Borbély & Kocsis és mtsai, 2019), 2. abra /A, C, D, F panelein.




1.3.2. Ib tézis

Uretannal altatott egerekben kimutattam, hogy az agy hémérsékletének
mikrofluktuacioéi kapcsoltak az alvasi orsé oszcillaciokkal. Az agy hémérsékletének
nagyobb, REM-szerii periodikus emelkedése melletti kisebb hémérséklet-valtozasok
az infralassu oszcillacionak (~0,02 Hz) felelnek meg.

Kapcsolodo folyoirat-publikacio: [J1]

Elvégeztem az elsd elemzéseket és dsszegylijtottem az elbzetes bizonyitékokat az agy
hémérsékletének spontan  mikrofluktuacidival kapcsolatban, amelyeket az agy
hémérsékletének és az alvasi orsdknak a komodulacioja jellemez. Részt vettem az elemzés
modszertani megalapozasaban, valamint az akut elektrofiziologiai és hémérsékleti adatok
értelmezésében. Részt vettem a kézirat kapcsolodd részének elkészitésében és
felllvizsgalataban.

Kapcsolodod konferenciaeladasok: [C1], [C2], [C5], [C6]

Az agyi hédmérséklet befolyasolja az agyhullamokat, am az agyi allapotok spontan valtakozasa
is befolyasolhatja az agy hémérsékletét. A flités és h(ités altal kivaltott drasztikus valtozasok
mellett az agy hdémérséklete egy-két nagysagrenddel kisebb skalan spontan, periodikus
fluktuacidkat mutat (1.3.2./a abra). Ezek az ingadozasok az abszolut agyhédmérsékletre llve, de
attél figgetlendl jelennek meg, és az ors6z6 peridodusok kapcsolddnak ezekhez a megemelkedett
agyhémeérsékleti szakaszokhoz. (Id. még: (Fekete és mtsai, 2017).

A nagyobb emelkedések (I. tipus, 10! °C nagysagrend) megfelelhetnek a bizonyos emlésoknél
megfigyelt REM-kapcsolt aktivitasnak (Hayward & Baker, 1969), miként a REM atmeneti
kompenzaciéul szolgalhat a kétféltekés NREM alvas altal kivaltott csokkent anyagcsere és
agyhémérséklet ellenében (Lyamin és mtsai, 2018). Kisebb léptékben (Il. tipus, 102 °C
nagysagrend) az agy hémérséklete szinkron ingadozik az infralassu oszcillacidval (~0,02 Hz)
(1.3.2./b abra), beleértve a szigmaerét, az egyedi orsé eseményeket, valamint a pulzusszamot.
Fontos kiemelni, hogy a talamikus orsé az agy hémérséklet-ingadozasat megelézi. (1.3.2./c abra).

Ez utdbbi eredményeket (Fernandez & Lithi, 2020) targyalta attekinté cikkében, kiemelve az
alvasi orsok csoportosulasat a 0,02 Hz-es infralassu id6léptékben, amely az an. ‘fragilis’ és
folyamatos NREM periodusok valtakozasat koveti. Az infralassu oszcillaciot kordbban
ragcsaloknal, husevéknél és emberben is medfigyelték (Steriade és mtsai, 1993; Lérincz és mtsai,
2009; Lecci és mtsai, 2017); modulalja az LFP szigma frekvenciasavjat, a pulzusszamot (Lecci és
mtsai, 2017), a pupilla méretét (Blasiak és mtsai, 2013), valamint az fMRI BOLD jelét is (Mantini és
mtsai, 2007). A TC populacids aktivitasban valé kifejez6dése helyi asztrocitdk mikodésének
eredménye lehet (L6rincz és mtsai, 2009), melyek egy alpopulacidja jellemzéen ~0.019 Hz

‘pacemaker’ kalciumoszcillaciokat kelt (Parri & Crunelli, 2001).

Mi lehet ezeknek a hédmérsékletbeli mikrofluktuacidknak az oka? Az agy fiziologias és koros
hémérsékleti valtozasai kézvetlenll levezethetdk a helyi anyagcsere, az agy vérperfuzioja és a vér
hémérsékletének valtozasaibdl (Hayward & Baker, 1969; Wang és mtsai, 2014). Esetlinkben a

hémérseékletemelkedés korrelalt a megndvekedett soksejt-aktivitassal, amely a helyi asztrocitak



mikodésével egyltt az agyh6mérsékletet kozvetlenll, vagy a helyi véraramlas fokozasaval is
novelheti.

Osszességében ezek az oszcillatorikus jelenségek a metabolikus/hemodinamikai valtozasok és
az idegsejthalézati mechanizmusok szoros idébeli kapcsoltsagara utalnak, melyek tébb idéskalan

egyutt modulalédnak.
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1.3.2. abra: Az agy hoémérsékletének mikrofluktuacioi kisérik az ors6zé szakaszokat
uretanaltatasban.

a/ Példafelvétel, ahol az agy hOmérsékletének, a pulzusszamnak és az orsé (szigma)
teljesitményének mikrofluktuaciéi szinkronban vannak. Finomabb idéskalan (nagyitas) lathatd, hogy a
szigmateljesitmény, a pulzus és az agy hémérséklete lathaté sorrendben egyitt oszcilldl. b/ Az
Osszesitett atlagolt autokorrelogramok azt mutatjak, hogy ezek a mikrofluktuaciék az infralassu
frekvenciatartomanyban vannak (~0,02 Hz). c/ Az dsszesitett keresztkorrelaciok (agyhémérséklet vs.
egyeb) azt mutatjdk, hogy a szigmaer6 és a pulzusszam ingadozdsa megelézi az
agyhémérsékletbelit, mig az altalanos talamikus MUA elmarad t6le. A b és c értékei normalizaltak.
0.f.e.: dnkényes feszlltségegység.

Koézzétett: (Csernai & Borbély & Kocsis és mtsai, 2019), 4. abra / A-D panelein.




1.3.3. Kitekintés: az eredmények lehetséges hasznositasa

Az idegsejtek ritmikus aktivitasa és az alvas robusztussaga nagymértékben fligghet a kilsé és
belsé héviszonyoktdl. Ez egy adaptiv kihivas szamos, a valtozé éghajlatnak kitett vadon élé
allatfaj, de azon emberek szamara is, akiknek viselkedési h&szabalyozasa zavart, példaul
mozgasfogyatékkal éléknek és az idéseknek (Collins és mtsai, 1981), valamint neuroldgiai
betegségekben szenveddknek.

Az orsOk csucsdenzitdsat a maghémérséklet maximalis csokkenése soran mérték (Dik &
Czeisler, 1995). En is megfigyeltem megnévekedett orsoaktivitast a mag- és agyhémérséklet
lecsengd szakaszaban, ugyanakkor ezen oszcillaciok ritkabbak voltak az emelkedéskor (Id.
1.3.1.1./b abra). Ez j6l mutatja, hogy a magasabb testhémeérseéklet (pl. 14z) megzavarhatja az agyi
oszcillaciokat.

Rendkivll elterjedtek az alvaszavarok, amelyeket gyakran komorbiditasként diagnosztizalnak
szamos betegségben és mentélis zavarban. A mag vagy a periférias testhémérséklet, az idegsejt-
aktivitas és a vérkeringés Osszefliggésének vizsgalata tovabb segitheti megértésinket szamos
sulyos allapotrdl és lehetséges kezelésikrdl. Azok a beavatkozasok, amelyek a test és az agy
hémérséklet-ingadozasainak intenzitasat, teruletét, idétartamat és iddzitését célozzak, dontd
jelentéségliek lehetnek az alvasmindség javitasaban egy jelentés populacié koérében (Van
Someren, 2000, 2004; Raymann és mtsai, 2008).
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2. RESZ Averziv ingerek megkiilonboztetése a talamuszban

2.1. A tanulmany hattere és céljai

Sok égetd kérdés merdl fel a kornyezeti ingerek affektiv értékelésével kapcsolatban. Az egyik
az, hogy az agykéreg elétti idegi feldolgozas miként csatornazza az averziv jeleket ugy, hogy
veszélyhelyzetben gyors diszkriminacié jdhessen létre, és végsd soron a tulélést segitse. A kiilsé
ingerek kéreg alatti értékelése gyakran megeldzi fizikai tulajdonsagaik kiterjedt és finom
feldolgozasat, elésegitve az adaptiv viselkedés létrejottét.

A hallasi félelmi kondicionalas egy pavlovi (klasszikus) viselkedési paradigma, amely robusztus
averziv tanulast tesz lehetévé. A laboratoriumi ragcsalokat arra 0sztdonzi, hogy egy korabban
semleges jelet (feltételes inger=conditioned stimulus, CS; pl. szinuszhang) egy averziv ingerhez
(feltétel nélkdli inger=unconditioned stimulus, US; pl. elektromos labltés) tarsitsanak. Kiterjedt
szakirodalom szerint ez a multiszenzoros integracié és memaérianyom a lateralis amigdala (LA)
szinaptikus valtozasaival kovetheté nyomon (Nabavi és mitsai, 2014). Kovetkezésképpen a CS
jovébeli bemutatasa megbizhatoéan valt ki védekezd reakcidkat, igy ledermedést vagy menekulést.
Mindazonaltal felmerll a kérdés, hogy ez a plaszticitdas milyen jellegl az amigdalaba érkezé
bemenetek tekintetében.

A talamusz és az amigdala, két evoluciésan konzervalt agyi struktura kézotti monoszinaptikus,
agykéreg alatti kapcsolatokat kulcsfontossagu utként tartjdk szamon a gyors (<20 ms)
jelasszociaciéban. A 80-as években vilagitottak ra egy ilyen kdzvetlen talamikus utvonalra, amelyet
a medidlis térdestest (medial geniculate nucleus, MGN), a hallasi feldolgozas els6dleges talamikus
allomasanak hatso régidjaban 1évé sejtpopulacidk hoznak létre. E laterdlis talamikus (LT) régiok,
beleértve a hats6 (posterior) intralaminaris (PIL) és szupragenikularis (SG) magok, valamint az
MGN medialis és dorzdlis részei (MGM és MGD) kozvetlen kapcsolatot képeznek az LA-val
(LeDoux és mtsai, 1990). Kulénésen az MGM-et hagyomanyosan a CS f§ forrasaként tartjak
szamon (LeDoux és mtsai, 1984).

Annak ellenére, hogy az asszociativ hallé-fajdalmi CS-US konvergencia és valaszfacilitacio
lehet6ségét leirték a laterdlis talamuszban (Id. Weinberger, 2011), a CS-sel id6ben egyezd US
lehetséges forrasa azota is vitatott. Az LT magok diverzitasa, a valtozé anatomiai felosztas és
kdvetkezetlen fajok kozotti terminoldgia, valamint az egyes és tisztan szenzoros modalitasokra
helyezett hangsuly miatt kisiklott a tendencia, amely kiemelte a talamusz integrativ és operativ
szerepét a tanult, veszély altal kivaltott viselkedésekben.

A fentiek alapjan felmeril az igény annak a talamikus populacionak a funkcionalis
elklonitésére, amely az amigdalaba vetit, és igy megalapozza a fenyegeté élmények robusztus
és nem tudatos affektiv feldolgozasat. Tanulmanyaim ezen részében célom az volt, hogy Uj

betekintést nyujtsak a lateralis talamusz averziv tanulasban betoéltott szerepére.



o Vizsgaltam a nem kanonikus hallétalamusz sejtjeinek valaszkészségét semleges hangokra,
valamint unimodalis és tarsitott averziv jelekre uretannal altatott és szabadon mozgé éber
egerekben (lla cél);

o Tanulmanyoztam, hogy a lateralis talamusz idegsejtiei képesek-e kdzvetiteni egyedi és
tarsitott averziv jeleket az amigdala lateralis régiojaba (lib cél);

o Megvizsgaltam a kdzvetlen lateralis talamo-amigdala utvonal iddbeli aktivacidjanak és

valaszkészségének lehetséges kollikularis (ikertest eredetii) alapjait (lic cél).

2.2. Kisérleti megkozelitések

Csoportunk retrograd jelolési technikaval (koleratoxin B alegység injektalasaval)
sejtspecifikusan meghatarozta az LA-ba vetit§ talamikus idegsejteket: elsésorban az MGN
kdzelében, a PIL-ben és az SG-ben helyezkednek el, s tdbbséguk (~94%) expresszalja a kalretinin
(calretinin, CR) kalciumkoété fehérjét (Barsy & Kocsis és mitsai, 2020). CR+ lateralis talamikus
(CR+LT) egylttesként nevezem 6ket; a kalretinin mint marker potencialjat teszteltem a kozvetlen

lateralis talamo-amigdala utvonal funkcionalis levalasztasaban.

Akut extracellularis elektrofizioldgiai elvezetéseket végeztem uretannal altatott, him és néstény
(>3 honapos) egerekben annak tanulmanyozasa érdekében, hogy a kdzvetlen talamo-amigdala
utvonal képes-e kodolni és esetlegesen integralni semleges és veleszlletetten averziv szenzoros
jeleket. Az LT-bdl (n=16) Buzsaki32, az amigdalabdl (n=25) Buzsaki32, 64 vagy 256 elektrodokkal
(NeuroNexus Technologies) mértem. A szélessavu agyi jelek (0,1-7500 Hz) erGsitését (192 vagy
400 V/V) és digitalizalasat (20 kHz) RHD2132 vagy RHD2164 el6erdsitékkel és Intan RDH2000
vagy Amplipex erésit6-felvevérendszerrel végeztem. Az orto- és antidromikus optogenetikus
aktivacido 473 nm-es kék fényimpulzusokbdl allt (Laserglow Technologies), és channelrodopszint
kifejez6 adenoasszocialt virusvektorral (AAV) transzdukalt neuronok azonositasat szolgalta. Az
Osszes ingerlési protokollt egyedi MATLAB kédokkal hajtottam végre. Minden analdg trigger
pulzust a felvev8rendszerbe vezettem adatszinkronizalas céljabol.

lla-b. Hang és elektromos, labra kifejtett impulzus kivaltotta valaszokat vizsgaltam a
talamuszban (2.3.1.1./a és 2.3.2./a,c abra) és az amigdalaban, Cre-rekombinazfiiggd virussal
(AAV-DIO-ChR2-eYFP vagy AAV-DIO-NpHR3.0-eYFP) injektalt Calb2(CR)-Cre egerekben.
Akusztikus ingerlés esetén az allatot egy fejlemezzel rogzitettem a sztereotaxias apparatusban. A
hanginger egy 7,5 kHz szinuszhang volt (1 s vagy 30 s, 75-85 dB). A labsokkot egy végtag
bipolaris elektromos ingerlésével (50/100 ms vagy 1 s, 1 mA) értem el, s fajdalomreflexet
eredményezett. A |ézereket és a hangszoroét, valamint az aramgeneratort (Medicor vagy BioStim
Bipolar Stimulus Isolator BSE-4x, Supertech Instruments vagy STG4008-1.6mA, Multi Channel
Systems) egy National Instruments (NI USB-6353) eszk6zzel hajtottam meg.



Ila. Annak vizsgalata érdekében, hogy a CR+LT sejtek tapasztalatfiggd aktivitdst mutatnak-e
averziv tanulas soran, Calb2-Cre egereket (n=33) injektaltunk AAV-DIO-ChR2-eYFP-vel az
amigdalaban vagy az LT-ben (2.3.1.2./a abra). 4-6 héttel az AAV-injektalas utan négy sajat
Osszeallitasu volframtetrédot (d=12,5 um, California Fine Wire) Ultettem az LT-be, és egyes
méréseknél az amigdalaba is. Ezek egy optikai szallal (105 um belsé atméré, Thorlabs) egyutt egy
poliimid csében (203 um belsé atmérd, Neuralynx) lettek rogzitve. A tetrédhuzalokat egy elektrod
interfész eszkdzhoz (EIB-16 és EIB-36 Narrow, Neuralynx) csatlakoztattam. A viselkedési protokoll
soran az EIB egy RHD2132 elberdsitén keresztil csatlakozott az Intan RHD2000 rendszerhez.
Soksejt-aktivitast a félelmi kondicionalas és a memoariael6hivas soran, orto- és antidromikus
optogenetikai azonositas (473 nm) mellett vezettem el. A labsokkot (lonflow Bipolar vagy BioStim
Bipolar Stimulus Isolator BSE-4x, Supertech Instruments) és a hangingerlést egy NI USB-6343
analég jelei valtottak ki, melyeket a neuralis adatokkal parhuzamosan regisztraltam. A hangok 75
dB, 30 s (tovabbi esetekben 3 és 10 s) 7,5 kHz-es szinuszhullamok (CS+) és Gauss-féle fehér
zajok (CS-) voltak. Az averziv viselkedést a ledermedés id6szazalékaban fejeztik ki manualis
annotalast kovetbéen (H77 felvevd szoftver, Prof. Dr. Haller Jozsef jovoltabdl), illetve tovabbi
esetekben egy Bonsai (Lopes és mtsai, 2015) alapu lokomaécidanalizalé programmal.

lIb. A CR+LT beidegzés funkcionalis hatasat a lateralis amigdalarégidokban, az LA-ban és az
amigdalostriatalis atmeneti tertleten (AStr) teszteltem. A CR+LT idegsejteket transzdukaltuk
halorodopszint (NpHR3.0) kifejez6 virusvektorral, és in vivo extracellularis elektrofizioldgiai
felvételeket (n=11) végeztiink az amigdalabdl (2.3.2./c abra). A kozvetlen (szubkortikalis) CR+LT
bemenetek hozzajarulasat az amigdalaris valaszokhoz a szenzoros ingereket atfedd, NpHR3.0

kozvetitette CR+ axonalis gatlassal (532 nm) vizsgaltam.

Adatelemzés el6tt a szélessavu elektrofiziologiai felvételeket megszirtem (>500 Hz); az
akciéspotencialok (AP) detektalasét és az automatikus klaszterezést a SpikeDetekt, illetve a
Klustakwik programmal végeztik (Rossant és mtsai, 2016). A sejtcsoportositast a KlustaViewa
fellileten manuadlisan finomitottuk. Minden tovabbi adatelemzést MATLAB alapu kodokkal
végeztem. Az amigdalasejtek esetében feltételezett principalis (PN) és interneuronokat (IN)
kildnbdztettem meg a csucsok kozoétti és a fél amplitudénal mért AP-szélesség bimodalis
eloszlasa alapjan.

A rovid latenciaju (€10 ms) optogenetikai valaszt (z>3,3) megbizhaténak tartottam a kdzvetlen
€s monoszinaptikus szomatikus vagy axonalis aktivacio jelzésére. A szignifikans szenzorosan
kivaltott valaszokat Poisson-eloszlason alapuld konfidenciaintervallum (p<0,05), valamint korai
(<50 ms) valaszoknal az aktivacio jel-zaj aranya (p/0>0,5) alapjan hataroztam meg. A latenciakat a
(2,5/5 ms egységekben) binelt tizelési hisztogram stimulus utani elsé, 3-nal nagyobb z-score
értékébdl becsuliltem. A multimodalis valaszok fokozddasat a hang és a sokk okozta tlizelési rata

Osszegéhez viszonyitott névekedésként hataroztam meg.



llc. A kollikularis bemenetek eloszlasanak azonositasat a CR+LT régidban anterograd viralis
nyomkoévetéssel végeztem. A CR+LT glutamaterg (serkent6, vGluT2+) és GABAerg (gatld,
VGAT+) kdzépagyi beidegzédésének vizsgalatara Cre-fliggé, sarga fluoreszcens fehérjét (eYFP)
expresszalo virusvektort injektaltam vGluT2-Cre (n=3-3, 2.3.3./a-b és j-k abra), illetve VGAT-Cre
egerek (n=2-2, 2.3.3./g-r és t-u abra) also (colliculus inferior, IC) és felsd (colliculus superior, SC)
ikertestébe. A viralisan expresszalt fluorofor jel (eYFP) er8sitése céljabdl fluoreszcens
immunhisztokémiat végeztiink. A CR+LT és a serkentd ikertestbemenetek szinaptikus kontaktusait

(n=3-3) elektronmikroszkdpiaval szemléltettiik.

2.3. Uj tudomanyos eredmények
2.3.1. lla tézis

Extracellularis elektrofiziologiai felvételekkel kimutattam uretannal altatott és éber,
szabadon mozgdé egerekben, hogy a laterdlis talamusz kalretininpozitiv idegsejtjei
(CR+LT) semleges akusztikus és averziv (nociceptiv vagy veszélyt jelenté akusztikus)
jeleket is feldolgoznak. Multiszenzoros és asszociativ valaszfokozédast mutatnak
egyedi sejtek szintjén.

Kapcsolddod folydirat-publikacio: [J4]

Részt vettem az elektrofiziologiai és viselkedéskisérletek koncepcionalis kidolgozasaban,
tervezésében és moddszertani megalapozasaban. Virusinjektalast és tetrodbelltetéseket
végeztem, viselkedési teszteket hajtottam végre. Elvégeztem az akut és kronikus
elektrofiziologiai adatok gyljtését, elemzését és értelmezését. Részt vettem a kézirat
vonatkozd részének elkészitésében és felllvizsgalataban.

Kapcsolodd konferenciael6adasok: [C10] - [C16], [C21]

A labsokk és a sokkal parositott hangingerek tébb LT sejtet aktivaltak, mint 5Ghmagaban a hang.
A rovid latenciaju (<50 ms) nociceptiv valaszok elsésorban a CR+ PIL populacidkra voltak
jellemzéek, ami ésszhangban van az ebben a régidban korabban kimutatott averziv aktivitassal
(Bordi & LeDoux, 1994; Lipshetz és mtsai, 2018); a CR+ PIL sejtek nagyobb hanyada volt receptiv
sokkra és paros ingerekre, mint a nem jelolteké. Az SG azonban késéi (50-500 ms) averziv
aktivaléodast mutatott nagyobb aranyban, s nem mutatkozott szignifikdns kilénbség két
csoportjanak valaszai kdzott (2.3.1.1./b-d abra).

A CR+ PIL uni- és multimodalis averziv valaszlatenciai rovidebbek voltak, mint a csak
hanginger altal kivaltottaké, s a parositott jelek valtottak ki a legerésebb korai aktivaciot (~17 ms,
2.3.1.1./e-f 4bra) ebben a populacidban. A fazikus aktivaciok multiszenzoros valaszfokozédason
mentek keresztll, még unimodalis akusztikus valaszok hianyaban (83%) is (2.3.1.1./g abra). Ez
azt mutatja, hogy az akusztikus ingerlés kuszob alatti aktivaciot is el6idézhet, am ez még tovabb

fokozhatja a sokk okozta valaszt ezekben a sejtekben.
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2.3.1.1. abra: Szelektiv és gyors averziv szenzoros jelatvitel a CR+LT-ben.

a/ Balra: séma LT sejtekbdl végzett akut in vivo elektrofiziologiai felvételekhez (n=10 egér) hang,
labsokk és kapcsolt hang+sokk jelek leadasa, valamint orto- és antidromikus optogenetikus
azonositas mellett. Jobbra: koronalis agyszelet AAV-DIO-ChR2-eYFP-transzdukéalt CR+ sejtekkel
(z6ld) és a négyszaru Buzsaki32 elektroda nyomaval (B32, piros). b/ Egy CR+LT—AMY sejt
antidromikus optogenetikai jelélése. A binek mérete 1 ms. ¢/ Egy CR+PIL—-AMY sejt, amely révid
latencidju hang (szurke arnyalat), sokk (piros nyilhegy) és fokozott hang+sokk kivaltotta aktivitast
mutat. Jobbra: a bal oldali valaszok nagyitasa. A binek mérete 10 ms. d/ A korai (<50 ms, pontozott
teriilet) és a késéi (50-500 ms, csikozott terilet) hang (szlrke), sokk (piros) és parositott hang+sokk
(fekete) okozta valaszok aranyai a CR+LT — AMY és a teljes CR+ (kék keretes dobozok), valamint a
nem jelolt LT (fekete keretes dobozok) sejtpopulaciéban, PIL és SG sejtekre osztva. Kiemelendd,
hogy a CR+ PIL valaszok tobbnyire rovid latenciajuak. x? teszt. e/ A CR+ PIL sejtek korai szenzoros
aktivitasainak becsult latenciajat egy 50 ms-o0s, inger utani idéablakon bellil bemutaté boxplotok. A
kitoltétt kordk az atlagtSEM értéket mutatjak. f/ Korai tarsitott valasza CR+ PIL unitok (N=27 sejt)
tiizelésének atlagos z-score értéke szenzoros ingerlések esetén (<50 ms). Atlag + SEM. Friedman
ANOVA Wilcoxon-féle elGjeles rangprobaval (kétoldali). g/ A multiszenzoros valaszfokozédas aranya
az f panel CR+ PIL sejtjei kdzott.

Kozzétett: (Barsy & Kocsis és mtsai, 2020), 2. ébra, kiegészitve SG/IMGN felvételekkel.

0 0.1



A CR+LT szabadon viselked6 egerekben révid latencigju (<50 ms) hangvalaszbéli modulaciot
mutatott az averziv memoéria kialakulasaval parhuzamosan. A félelmi tanulas CR+LT—AMY
idegsejteket toborzott az elézetesen veszélyt jelentd CS+ leadasakor (2.3.1.2./b-c abra). Ez azt
jelzi, hogy a CR+LT—AMY dutvonal tarsitott jeleket tud atadni viselkedé allatokban, miként
szenzoros aktivitasa megvaltozik averziv jelasszociacié nyoman.

A CS és a US tarsulasa tehat a talamusz szintjén, az amigdala el6tt is torténhet, és ezt a
tulajdonsagot meg lehet ragadni a CR+ PIL populacié tanulmanyozasaval. Ez nem egyszeriien az
aktiv idegsejtek toborzasaban nyilvanul meg, hanem egyedi sejtek szintjén is. A tarsitott
aktivaciokat ezutan tovabbitjak az amigdalaba, ami tamogatja gyors védekez6 valaszok kivaltasat.
Ezek a medfigyelések tovabb vitatjak azt a széleskdrben elfogadott elképzelést, miszerint az LA a
CS-US integracio elsé helyszine. Eredményeimet (Grindemann, 2021) targyalta, felhivva a

figyelmet egy kiterjedt szubkortikalis hal6zati miikodésre a védekezd viselkedésben.
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2.3.1.2. abra: A diszkriminativ akusztikus averziv tanulds megvaltoztatja a CR+LT sejtek
aktivitasi mintazatat.

a/ Koronadlis metszet, amely retrograd uton jelélt CR+LT—AMY sejteket (z6ld), valamint az optikai szal
és a tetrédok egytuttesének elhelyezkedését mutatja (fehér séma). b/ Egy CR+PIL— AMY sejt (c, bal
panel) optogenetikai jelolése (kék). A binek mérete 1 ms. ¢/ Két CR+LT—AMY sejt hangvalaszai (CS-:
z6ld, CS+: narancssarga arnyékolt tertletek) kondicionalas elétt (Pre-kond) és a félelem el6hivasa
(Retr) soran. Kiemelendd a CS+-ra adott fokozott kezdeti (1. és 2. sejt) és offset (1. sejt) valaszok
jelenléte averziv tanulas utan. A neuronok autokorrelogramjai (ACC; balra) és hullamalakjai (AP;
jobbra) a kulénb6zé tetrodcsatornakrdl alabb lathatok. Az ACC vizszintes vonala az aszimptétat, a
fuggbleges pontozott vonal a kézéppontot jeldli. A binek mérete 1 s.

Kozzétett: (Barsy & Kocsis és mtsai, 2020), 7.abralh, |, k és a 8. kiegészité abra c-e panelein.




2.3.2. llb tézis

Extracellularis elektrofiziologiai felvételekkel, uretannal altatott egerekben kimutattam,
hogy a kalretininpozitiv lateralis talamusz (CR+LT) sejtjei koézvetleniil tovabbithatnak
uni- és multimodalis averziv jeleket az amigdala lateralis régidjaba, ahol keskeny
akciéspotenciali neuronokat toboroznak.

Kapcsolodo folyoirat-publikacio: [J4]

Részt vettem az elektrofiziologiai kisérletek elméleti megalapozasaban, tervezésében és
modszertani megalapozasaban. Virusinjektalast, valamint akut elektrofiziologiai adatok
gylijtését, elemzését és értelmezését végeztem. Részt vettem a kézirat kapcsolddo részének

Kapcsolddd konferenciaelbéadasok: [C8], [C10] - [C14], [C20], [C21], [C27], [C28]

Megerdsitettem, hogy a lateralis talamusz kalretininpozitiv (CR+) neuronjai teljesitik a direkt
talamo-amigdala palya funkcidjanak kdévetelményeit akusztikus averziv kondicionalas soran:
hanginformaciéo mellett kozvetlenul tovabbithatnak révid latenciaju nociceptiv jeleket az averziv

Mind a CR+LT—AMY optogenetikus serkentése, mind a sokkingerlés esetében a kivaltott
aktivacio térbeli-idébeli térképei a legkorabbi amigdalaaktivaciot a lateralis amigdalaban (LA) és a
szomszédos amygdalostriatalis atmeneti areaban (AStr) helyezték el (2.3.2./b abra). Ez
megerdsiti, hogy a megnevezett terlletek egylttesen biztositanak az LT-nek szenzoros interfészt
(LeDoux és mtsai, 1990) az averziv tanulas soran.

A nociceptiv uni- és a multimodalis kivaltott valaszok a legrovidebb latenciaju (~20 ms) és
legerésebb aktivitasnak bizonyultak a vizsgalt amigdalaris (LA/AStr) populacidoban, hasonldéan a
CR+LT idegsejteknél leirtakhoz. Az averziv aktivacié idébeli lefolydsa a CR+ PlL-ben és az
amigdalaban (atlagosan 2-3 ms kulénbséggel) azt is sugallja, hogy az averziv révid késleltetési
amigdalaaktivacio kozvetlenil levezetheté a CR+LT-bdl.

Averziv valasz kiléndésen nagy aranyban volt jelen a keskeny tiskés (feltételezett gatlo)
neuronok kdzott. Soét, a kdzvetlen CR+LT axondlis optogenetikai modulacio, legyen az serkentd
vagy gatlo, nagyobb mértékben befolyasolta ezek aktivitasat (2.3.2./d-e abra). A gatolt valaszok
mellett szamos idegsejt fokozta szenzorosan kivaltott aktivacidjat, vagy csak a CR+LT—AMY
optogenetikai csendesités soran mutatott valaszt, ami talamusz vezérelte gatld/diszinhibitorikus
mechanizmusra utal az amigdala oldalsé régidjaban.

A talamikus bemenetek tehat, kielégitve a fenyeget6 jelek els6bbségi feldolgozasanak
szlkségességét, kozvetlenll tamogathatjdk a populacidészelekciot az amigdalainterneuronok
megcélzasaval, melyek: (1) id6ablakot hozhatnak létre a tlizelés fazikus megemelésére (Pouille &
Scanziani, 2001), valamint a lehetséges szinkronizaciora, (2) elnyomhatjdk azokat a halozati
tevékenységeket, amelyek nem szolgaljak a szaliens jelek feldolgozasat, (3) szabalyozhatjak a

plaszticitast a principalis neuronok szomatodendritikus tengelye mentén.
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2.3.2. abra: A CR+LT idegsejtek kdzvetleniil iranyitjak az amigdalasejtek szenzoros aktivaciojat.

a/ Séma (balra) akut in vivo amigdalaris elektrofizioldgiai felvételekhez sokk és AAV-DIO-ChR2-eYFP-
transzdukalt CR+LT—AMY bemenetek optogenetikai aktivacioja mellett. Koronalis metszet (jobbra),
amely a bejov6 transzdukalt CR+LT axonokat (eYFP, zdld) és az elekiréd szaranak nyomait mutatja
az amigdaldban. b/ Az amigdala teriletét lefedd 256 csatornan (32 csatorna 8 szaron) atlagolt
szélessavu kivaltott valaszok reprezentativ pillanatképei (ms-ban). Az optogenetikai és a sokk altal
kivaltott valaszokat két sorban mutatom be, dsszehasonlitasi célbdl eltolva 5 ms-mal. ¢/ Séma (balra)
akut in vivo amigdalaris elektrofiziolégiai felvételekhez szenzoros (hang, sokk és kapcsolt hang+sokk)
stimulacioval és az AAV-DIO-NpHR-eYFP-jelolt CR+LT—AMY végzédések optogenetikai gatlasaval.
Reprezentativ koronalis metszet (jobbra), amely az optikai szal (z6ld) és egy négyszaru Dil festett
Buzsaki32 elektrdd (piros) beillesztési nyomait mutatja az amigdalaban. d/ Egy feltételezett principalis
(PN) és interneuron (IN) szenzoros valaszai kontroll kérilmények kozott és a CR+LT bemenetek
optogenetikai gatlasa soran (zold). A szurke arnyalatok a hang, a piros nyilhegyek a sokkingerek
leadasat jelzik. A binek mérete 50 ms. Az atlagos akcidspotencial-hullamformak a hisztogramok felett
lathatok. e/ A principélis sejtekre (PN) és interneuronokra (IN) osztott amigdalaneuronok hang, sokk
és hang+sokk kivaltotta aktivitdsanak populaciés adatai. A kontroll kérdlmények koézott kivaltott
valaszok és az NpHR éltal kézvetitett CR+LT—AMY axonalis gatlas soran (grafikonok zdld kerettel)
bekovetkez6 valaszmodulaciok lathaték. x? teszt.

c-d. panelek kbzzétéve: (Barsy & Kocsis és mtsai, 2020), 5.abrala, b, d panelein.




2.3.3. llc tézis

Anterograd viruskovetéssel igazoltam egerekben, hogy a kalretininpozitiv lateralis
talamikus (CR+LT) populacié egy nem primer, multimodalis k6zépagyi beidegzéssel
rendelkezik az also (IC) és fels6 (SC) ikertestekbol. A felso ikertest kizarélag a CR+LT
régiot célozza meg.

Kapcsolodo folyoirat-publikacio: [J4]

Részt vettem az anatdmiai vizsgalat elméleti megalapozéasaban és tervezésében.
Elvégeztem a virusinjektalast, részt vettem az anatomiai feldolgozasban és az eredmények
értelmezésében. Részt vettem a kézirat kapcsolédd részének elkészitésében és
revizidjaban.

Kapcsolddo konferenciaeléadasok: [C9] - [C13], [C21]

A korabbi tézisekben kifejtettek szamos bizonyitékot adtak a CR+LT jelfeldolgozas
multiszenzoros aspektusara, és ravilagitottak a kollotalamikus feldolgozas potencialis
fontossagara, amely a parhuzamos szenzoros atvitelen tul végezhet jelintegraciét / diszkriminaciot
az amigdalaris komputacié el6tt. Ennek potencialis funkciondlis anatémiai alapjat egy nem
elsédleges és multimodalis jellegli kdzépagyi beidegzés teremti meg, amely kildénbdzik a
szomszédos elsédleges hallétalamuszban (MGN) megfigyelhet6tél. Megmutattam, hogy a CR+LT
sejteket ritka és kicsi (<1 uym) serkenté (vGluT2+) axonvégzédések célozzak meg az azonos oldali
alsé ikertestbdl (colliculus inferior, IC), szemben az MGN-t beidegz6 nagy (d~3-5 um) IC
boutonokkal (2.3.3./c-h abra); a felsé ikertest (colliculus superior, SC) csak a CR+ PIL/SG régiot
célozza meg (2.3.3./I-m abra). Az IC/SC bemenetek és a CR+LT kdzotti aszimmetrikus (serkentd)
szinaptikus kapcsolatok jelenlétét igazoltuk elektronmikroszkdpiaval (2.3.3./i, és az n-p. abra). A
VGAT+ (gatldé) IC és SC neuronok a serkentékhtéz hasonld vetitési mintazatot hoznak létre
(2.3.3./s, és v abra).

Ez a jellegl kollikularis beidegzés el6segitheti a CR+LT idegsejtekben a gyors, az amigdala és
az agykereg el6tti jelintegraciot, mind semleges szenzoros, mind etoldgiailag relevans, mar
integralt informacidkbol, ami a finom primer szenzoros folyamatok kéreg alatti megkerilését
biztosithatja. A feltart, CR+LT-ba vetitd agytdrzsi régiok nem primer, s multimodalis szenzoros
jellemzbkkel birnak, és potenciadlisan atadhatnak révid latenciaju hallé (IC), vizualis (SC),
nociceptiv (SC) (Stein & Dixon, 1978) és multimodalis (SC/IC) (Hayashi és mtsai, 1984; Linke és
mtsai, 1999) informaciét is. Ezenkivul, mivel az egér talamuszaban jellemz&en hianyzik a helyi
gatldé kontroll, a serkent§ és gatld kdzépagyi afferensek kdzotti kdlcsdnhatas a retikularis gatlas
mellett tovabb fokozhatja a talamusz szamitasi kapacitasat, névelve az averziv feldolgozas jel-zaj
aranyat a CR+LT-ben (2.3.3./w abra).
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2.3.3. abra: A CR+LT régio6 kollikularis beidegzése nem primer, s multimodalis jellegii.

a/ vGIluT2-Cre egerek also ikertestébe (IC) torténé AAV-DIO-eYFP injektalas vazlata. b/ Virusbeadas
helye az IC-ben. ¢/ vGluT2+ IC-bemenetek (eYFP, zdld) az LT-ben, kalretinin (CR)-festés mellett
(piros). A fehéren keretezett terlletek nagyitva lathatok d-e-ben és f-h-ban d-e/ z-stack konfokalis kép
(7 um teljes mélységgel) az MGN-bél (CR- terllet a d-ben), amely nagyméretli IC axonvégzédéseket
mutat (fehér nyilhegyek az e-ben). f-h/ z-stack konfokalis kép (7 um teljes mélység) a PIL-bél (piros
CR-fest6dés a g-ben), amely kisméretl IC axontermindlisokat (f; fehér nyilhegyek h-ban) mutat a CR+
PIL sejtek kdzelében. i/ Elektronmikroszkdpos felvétel, amely a PIL-ben egy immunarannyal jelélt CR+
dendritet abrdzol (dCR+; kis fekete részecskékkel, rézsaszinnel arnyékolva) aszimmetrikus
szinaptikus kontaktussal (fekete nyilhegy), amelyet egy DAB-jeldlt (diffuz fekete csapadék) vGluT2+
IC-bouton képez (ICvGluT2+; zdlddel arnyékolva). j/ vGIuT2-Cre egerek felsé ikertestébe (SC) torténd
AAV-DIO-eYFP injektalas vazlata. k/ Virusbeadas helye az SC-ben. I/ vGluT2+ SC-bemenetek (eYFP,
z06ld) az LT-ben, CR-festés (piros) mellett. m/ z-stack konfokalis kép (7 um teljes mélység) vGluT2+
SC axonterminalisokkal (fehér nyilhegyek) a CR+ PIL neuronok kdzvetlen kdzelében (piros). n-p/
Elektronmikroszkopos felvételek, amelyek immunarannyal jeldlt CR+ dendriteket (dCR+; n-0) és egy
dendrittiskét (spCR+; p) mutatnak a PIL-ben, valamint aszimmetrikus szinaptikus kontaktusukat
(fekete nyilhegyek) DAB-jeldlt, vGluT2+ SC boutonokkal (SCvGIuT2+). Egy nem festett axonterminalis
szaggatott vonallal (n) szintén szinaptikus bemenetet ad a CR+ dendrithez. g/ vGAT-Cre egerek also
ikertestébe torténd injektalas vatlata. r/ Injektalas helye az IC-ben. s/ vGAT+ IC-bemenetek az LT-ben,
CR-festés mellett. t/ vVGAT-Cre egerek fels6 ikertestébe torténd injektalas vazlata. u/ Injektalas helye
az SC-ben. v/ vGAT+ SC-afferensek (YFP, z6ld) az LT-ben, CR-festés (piros) mellett. w/ A CR+LT
teriletek (PIL/SG) kollikularis bemeneteinek sematikus rajza, ellenpontozva az elsédleges
hallémagéval (MGN).

a-b panelek kbzzétéve: (Barsy & Kocsis és mtsai, 2020), 3. dbra / h-w panelein.




2.3.4. Kitekintés: a tanulmany jovébeli iranyai és hasznositasi lehetéségei

A koévetkezd lépés lehet annak feltarasa, hogy a CR+LT bemenetek miként hangoljak az
amigdalahalézatot, hogy az etolégiailag relevans jelek robusztus feldolgozasat biztositsak
sejtegylttesek toborzasa és/vagy szinkronizalasa révén. A CR+LT er8sen alakitia az
kivalaszthatjak a kédolasban részt vevd principalis sejteket, valamint oszcillatorikus tevékenységet
képesek kelteni.

Az LT egyedllalld kapcsolattal bir neuroendokrin halézatokkal is. (Barsy & Kocsis és mtsai,
2020) kimutattak, hogy a CR+LT a ventromedidlis hipotalamuszba vetit. (Cservenak és mitsai,
2017) leirtak a PIL-bél a paraventrikularis hipotalamuszba vezetd palyat egerekben, amely
oxitocinfelszabadulast valthat ki szoptatd anyakban a kolykdk szomatoszenzoros ingereinek
feldolgozasaval. (Tasaka és mtsai, 2020) szerint tovabba a temporalis asszociativ kéreg — CR+LT
céltertlet (Barsy & Kocsis és misai, 2020) — kulcsfontossagu szerepet jatszik az ultrahang
kolyokvészjelzések megklldnbdztetésében anyakban. Ezek a tanulmanyok azt sugalljak, hogy a
CR+LT viselkedés szempontjabdl relevans jelfeldolgozasa potencialisan hormonalis valtozasokat
idézhet el6, amelyek tovabb fokozhatjak a jelszelekciot célrégidiban. Sét, mivel az ,6v” LT régiok
integralnak vizualis és jutalmi jeleket is (Komura és mtsai, 2005), a CR+LT populacié hozzajarulhat
az affektiv tartalom kivonasahoz is a vokalis viselkedéshez kapcsoldodd mozdulatokbdl (Bartlett,
2013).

Osszességében olyan lehetséges kutatasokat emeltem ki, melyek kézéppontjaban a CR+LT
nem tudatos affektiv jelfeldolgozasban betdltétt szerepe all. Ez a populacié potencialis célpontja
lehet modulacibnak vagy molekularis genetikai  karakterizalasnak  olyan  affektiv
rendellenességekben, amelyek fokozott vagy gyengult affektiv feldolgozassal jarnak. Az implicit

asszociativ folyamatok kezelésére iranyuld terapias stratégiak a jovében fontoléra vehetik ezen
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