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Osszefoglalo

Agyunk egykk f0 feladata a multiszenzoros kornyezetben felismerni az egyén szamara fontos
ingereket, azokat integralni, és megfeleld valaszreakciot kialakitani rajuk. Mivel ez a folyamat
az ¢lokny taklkse szempontjabol elengedhetetlen, a lehetd legrovidebb id6 alatt kell
bekovetkeznie. Az affektiv ingerek feldolgozasanak egyik korai allomasa a colliculus superior
(SC), mely ismert helyszine a multiszenzoros jelintegracionak; azonban az utdobbi években mas,
kognitiv folyamatokkal, példaul a velesziiletett félelmi viselkedések kivaltasaval is kapcsolatba
hoztdk. Ezek az irodalmi adatok azonban megosztdbak a colliculus pontos szerepével
kapcsolatban. Dolgozatomban optogenetikai ¢és elektrofiziologiai eszk6zok segitségével az SC
potencidlis szerepét vizsgdlom egy széles korben haszndlt asszocidcids félelmi tanulds soran.
Extracellularis soksejt aktivitds elvezetéseimmel bemutatom, hogy az SC glutamaterg sejtjei
képesek lehetnek a félelmi tanuldshoz szikséges ingerek gyors (néhany 10-20 ms-on beliili)
feldolgozasara, ezek integracidjara és az igy Osszekapcsolt informaciocsomag talamuszba
torténd gyors tovabbitasara. Ezen kiviil feltérképezem, hogy az ehhez szikséges (valoszintileg
agytorzsi) bemenetek honnan erednek. Mindezzel dolgozatom hozzajarul az SC jeltarsito
sajatsaganak, kiilonds tekintettel a félelmi asszocidciés tanulds sordn betoltott szerepének

pontosabb megismeréséhez.



Roviditésjegyzék

AAV adeno-asszocialt virus

AMY amigdala

B32 32 csatornds, szlicium alapu elektréda
Cb Kisagy

CeA centralis amigdala

CR calretinin

CTX kortex/agykéreg

HPC hippokampusz

HTH hipotalamusz

IC colliculus inferior

ISI inter stimulus intervallum

LA lateralis amigdala

OF optikai szal

PB fosztat puffer

PBG parabigeminalis nukleusz

PIL poszterior intralaminaris talamikus nukleusz
SAl stratum album intermedium

SAP stratum album profundum

SC culliculus superior/fels6 ikertest

SGI stratum griseum intermedium

SGP stratum griseum profundum

SGS stratum griseum superficiale

SO stratum opticum

TH talamusz

VGIuT?2 2-es tipustt veziukularis glitamat transzportert kifejezd sejt

(=glutamaterg)



Bevezetés

Multiszenzoros jelfeldolgozas

Agyunk egyk fO feladata a multiszenzoros kornyezetben felismerni az egyén szdmara fontos
ingereket, azokat mntegralni, ¢s megfeleld valaszreakciot kialakitani rajuk. Ezek az mtegralo
folyamatok a szenzoros feldolgozas fontos részét képezik és jelen lehetnek minden olyan
¢lélényben, amely egynél tobb érzékszervvel képes a kornyezete észlelésére. Mivel ez a
folyamat az ¢l6kény tulélése szempontjabol elengedhetetlen, igy mindennek a lehetd
legrovidebb id6 alatt kell bekdvetkeznie. Kordbban a jelenséget automatikus és kiilonallo
folyamatnak hitték, azonban az utobbi évtizedekben egyre tobb kutatds mutat ra arra, hogy a
multiszenzoros jelintegracio egy Osszetett, sok tényezén alapuld folyamat és a jelfeldolgozas
kiilonb6z6 szintjein is megjelenhet (Stein, 2012; Talsma et al, 2010). Felismerték, hogy a
folyamat moduldlhatd a figyelmi allapot fliggvényében, ¢és a kiilonbdzd modalitdsok is hatassal
lehetnek egymasra, erdsithetik vagy gyengithetik is egymast (Choi et al., 2018; Talsma et al.,
2010).

Az SC muktiszenzoros jelfeldolgozisa

A multiszenzoros jelintegracid egyik igen kutatott helyszine —az agykéreg alatti tertiletek koziil
— a colliculus superior (SC) vagy magyarul a fels6 ikertest. A mar 2020-as dolgozatomban és
BSc. szakdolgozatomban is részletesen bemutatott SC egy evoliicidsan konzervalt struktira,
mely minden emlds agyaban megtalalhato (Suzuki et al., 2019). A tobbi gerinces ¢l6lény
agyaban pedig egy az SC-hez hasonld felépitésti €s funkcioju teriilet van jelen, azonban ezeknél
a fajoknal a struktarat a,.colliculus superior” helyett a ,tectum opticum” névvel illetik (Suzuki
et al., 2019).



Colliculus superior

Mus musculus Homo sapiens
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1. abra: Az SC anatomiai elhelyezkedése egér (mus musculus) és humdan (homo sapiens)
agyban; Ding et al., 2016 illetve Paxinos & Franklin, 2001 atlaszok alapjan késziilt abrak a
BSc. szakdolgozatombdl kiemelve; Roviditések: CTX - cortex, TH — thalamus, HTH —
hypothalamus, HPC — hippocampus, SC — colliculus superior, I1C — colliculus inferior, Cb —
cerebellum, SGS — stratum griseum superficiale, SO — stratum opticum, SGI — stratum griseum
intermedium, SAI — stratum album intermedium, SGP — stratum griseum profundum, SAP —

stratum album profundum

Maga az SC egy rétegekre bonthatd magpar (1. abra), mely az emlés kozépagy boltozatos
tetejét, a tectum-ot képezi. A rétegek mind human, mind pedig ragesalokban fliggblegesen
egymason fekve helyezkednek el és mindkét fajban nagyjabol hetet kiilonithetiink el beldliik
(May, 2006) (1. abra). Ezek a rétegek nemcsak sejttipus, de fnkcid szerint is elkiilonithetéek
egymastol. Altalinosan elfogadott felosztasi mod a rétegeket a dorzo-ventralis helyzetiik
alapjan megkiilonboztetni. Az igy keletkezd felsd, kozbensd, illetve also rétegek koziil a felsd
réteg szallitja a latassal kapcsolatos ingereket, itt futnak a vizudlis palya rostjai Az alsébb

rétegek funkcidja kevésbé mnger specifikus, ezek sejtjeire mar nem csak vizudlis informacio



érkezhet, hanem mas modalitasbol szarmazo, példaul auditoros vagy szomatoszenzoros inger
is (Cang et al., 2018).

Az irodalmi adatok alapjan az SC egy a kiilvilagrol alkotott sokdimenzios térkép alapjan épiil
fel, ahol az azonos forrasbol szarmazo, példdul audiovizudlis ingerek egyazon idegsejteken
konvergalhatnak. Az itt 1év0 idegsejtek receptiv mezején kivill esé ingerek gatlast valtanak ki
azokban, eziltal elkeriilve az Ossze nem tartozd ingerek konvergenciajat, vagyis a helytelen
ingertarsitast (Alex Meredith & Stein, 1986; Stein et al., 2014). A dorzo-ventralis felosztas
alapjan a fels@ réteg tartalmazza az ugynevezett ,wide field” vagyis széles receptiv mezdvel
rendelkez6 idegsejteket, amelyek funkcijat a gyorsan mozgd préda detektalasaval hoztdk
kapcsolatba (Hoy et al., 2019). A mélyebb rétegek olyan ,narrow field” vagyis szik receptiv
mezOjii sejteket tartalmaznak, amelyek képesek befolyasolni a vizualis informacion alapuld
motoros kimeneteket (Hoy et al, 2019). Ezek a sejtek iranyithatjdk a szemek orientaciojat
foemlésokben, de kisebb emldsokben, példdul ragesalokban, akar a fej vagy az egész test
helyzetére is befolyassal lehetnek (Gandhi & Katnani, 2011).

A jelintegracion ¢és a vizudlis ingerek feldolgozasan kivill az SC szerepét megemlitik még
magasabb mentalis folyamatokkal, példaul dontéshozatallal (Crapse et al., 2018) vagy egyes
felelmi viselkedések kivitelezésével kapcsolatban is (Barsy et al., 2020).

Az SC felelmi kondiciondlasban betoltott szerepe

Az utdbbi években sokasod6 rodalmi adatok arra is rAmutattak, hogy a struktira szerepe nem
csak jelatkapcsolasra vagy azok integracidjara korlatozodik, hanem magasabb rendii
folyamatok végrehajtasaban is kozre jatszhat (Isa et al, 2022). Ilyenek példaul a bizonyos

felelmi viselkedésformak kivaltasa.

A félelmi asszociacios tanulds soran bekovetkezd asszociacio is egy fajta jelintegracio, mely a

feltétlen ¢és feltételes ingerek tarsitdsa révén alakit ki emléknyomokat.

Az SC-t egyre tobb tudomanyos munkaban hozzak osszefliggésbe a felelmi reakciokkal, mely
soran tobb, SC-t érintd idegpalyat IS azonositottak. Ilyen példaul a colliculus superior —
poszerior intralaminaris talamikus mag — lateralis amigdala (SC-PIL-LA) palya (Barsy et al,
2020), illetve a colliculus superior — parabigeminalis nukleusz — centralis amigdala (SC-PBG-
CeA) palya (Isa et al., 2022). A 2020-as intézeti BTDK konferencian, majd 2021-es OTDK
konferencian bemutatott dolgozatomban az elébb emlitett SC-PIL-LA palyan beliil az SC-PIL

kapcsolatdt vizsgaltam  viridlis és immunhisztokémiai modszerekkel. Akkor arra a



megallapitidsra jutottam, hogy az SC mélyebb rétegei siirtibb axonhdlozattal latjdk el a PIL
calretinin (CR) pozitiv, amigdalaba vetitd sejtjeit. Ezek a talamikus sejtek szerepet jatszanak a
felelmi kondicionalas soran a feltétlen és feltételes ingerek asszociaciojabanban (Barsy et al.,
2020). A dolgozatomban azt is bemutattam, hogy a PIL CR+ sejtjeit behalozo SC idegsejtek
lehetnek 2-es tipusi veziukularis glitamat transzportert (VGIT2) vagyis (serkentd)
glutamaterg, illetve veziukularis GABA transzportert (VGAT) kifejezd, vagyis (gatld)
GABAerg tipustak is.

Az elmilt években publikalt, az SC felelmi viselkedésben betoltott szerepét vizsgald
tanulmanyokban azonban nem egyértelmi, hogy a felelmi reakciokért felelds palya az SC mely
funkciondlisan is elkiilonithetd teriiletérdl szarmazik. Egyes adatok szerint az SC felsé rétege,
annak is parvalbumin pozitiv sejtjei biztositjak a félelmi palya bemeneteinek nagy részét (Kim
et al, 2020), masok szerint a mélyebb rétegek felelosek a félelmi viselkedésformak (egér
modellben freezing és menekiilés) kivaltasaért (Barsy et al, 2020). Egy frissen megjelent
tanulmany azt is bemutatta, hogy akar mindkét réteg sejtjei képesek lehetnek a félelmi
viselkedésformak megnyilvanulasat okozni (Cai et al., 2022). Ez utobbi cikk alapjan a fels6bb
rétegek aktivalasa az allat ledermedését eredményezi, a mélyebb rétegek aktivacidja pedig
menekiilési viselkedést valt ki az allatban. Tovabba fontos megemliteni még, hogy a legtobb
SC-n atkapcsolo félelmi palyat a vizualis félelmi reakciokkal hoztak kapcsolatba a colliculus
kozvetlen retinalis beidegzeéséb6l adodoan (Isa et al., 2022; Kim et al., 2020), annak ellenére,
hogy az SC sejtek (foképp a mélyebb rétegekben) multimodalis beidegzésiiek, ahogy ezt mar
korabban targyaltam.



Célkitiuzések

Dolgozatomban az SC sokszintlisége, illetve arola szolo rodalmi adatok megosztottsaga miatt
fontosnak talaltam, hogy tovabb vizsgaljam az SC sejtek, illetve az SC-PIL palya altal szallito tt
informaciok modalitasat. Elsédleges cékitlizésem volt, hogy megfigyeljem az SC milyen
modon képes moduldlni a rajta atkapcsold (vizualis, auditoros €s szomatoszenzoros-fajdalmi)
mngereket. Az SC mikkddésének Osszetettségébdl addddan tovabbi problémat jelent, hogy az SC
sejtjei nemcsak a retina és az agytorzsi magok altal kapnak szenzoros informacidkat, hanem
rendelkeznek agykérgi visszacsatolassal is (Gale & Murphy, 2014; May, 2006). Ez abban
bonyolitja az SC vizsgalatat, hogy a kisérletek soran valamilyen modon képesnek kell lennem
elkiiloniteni ezt a két kiilon palyardl (a perifériarél és az agykéregbdl) érkezO aktivitast és
meghatarozni, hogy melyik lehet képes informaciot kozvetiteni a PIL CR+ sejtjeire az

asszociacios félelmi tanulas soran.
Mindezen kérdések megvalaszolasanak érdekében legfobb célom volt:

e Megvizsgalni az SC glutamaterg sejtjeinek kiilonbozd modalitdsokra, tovabba azok
szimultan jelenlétére adott valaszat és megallapitani, hogy képes lehet-e a colliculus
mélyebb rétege a ra beérkezd szenzoros mformacidkat nem csak atkapcsoli, hanem

mtegralni is.

e Meghatarozni az SC szenzoros bemeneteinek eredetét (agykérgi vagy agytorzsi) hiszen az
irodalomban a legtébb jelintegrald és modulald funkcidt a colliculus agykérgi

visszacsatoldsanak tulajdonitanak.

e Ebbdl kovetkezoleg pedig megvizsgalni, hogy az SC sejtek milyen informaciotartalommal
képesek ellatni a gyors asszociacios félelmi tanulasban résztvevd PIL sejteket, ¢és

meghatarozni, hogy az ide érkez6 informacié feldolgozottsaganak mértékét.



Anyagok és médszerek

Kisérleti modell allatok

A korabbi TDK dolgozatomhoz hasonloan, a jelen dolgozatomhoz szikséges kisérletek soran
is az allatok kezelése az érvényes magyar allatvédelmi toérvényekben (40/2013. (II. 14.)
kormanyrendeletben) foglaltaknak megfeleloen tortént a Pest Megyei Kormanyhivatal altal
kiadott engedély alapjan (PEI/001/2290-11/2015 ¢és PE/EA/574-7/2021). Az allatok tartasa
standard korilmények kozott, nemenként elkiilonitve, 2x12 6rds napi ritmusban (12 o6ra
vilagos/12 Ora sotét) zajlott. A taplalék és folyadék folyamatos hozzaférhetdsége folyamatosan

biztositva volt az allatok szamara.

Minden beavatkozast érzéstelenités elozott meg. A miitétek, illetve mérések soran pedig
igyeltem az allatok allando testhomérsékletének fenntartdsara, illetve gondoskodtam az allatok

miitét utani fajdalomcesillapitdsardl is.
A kisérleteket 2-3 honapos him vGIluT2-Cre transzgenikus egereken (Mus musculus) végeztem.

Sztereotaxias miitétek

Az allatokat izofluranos elboditas utan ketamin (75 mg/kg) — xylazil (5 mg/kg) keverékkel
altattuk el, majd fejilket sztereotaxias késziilékben rogzitettik. Ezek utan a fejbort felvagva
kimértiik a célteriilet helyét, amely felett lyukat furtunk a koponyan é€s iiveg pipetta (A&tméro:
20-30 um) segitségével 3 mélységben 3*50nl AAV5-EFla-DIO-hChR2(H134R)-eYFP-
WPRE-hGH Cre-dependens fluoreszcens channelrhodopsin 2-tkifejez6 adeno-asszocialt virust
(AAV) mjektaltunk az adott agyi teriiletre. A beadasi koordinatakat a 2001 -eskiadast Franklin-
Paxinos egéragy atlasz alapjan hataroztuk meg, amelyek a Bregmatol szamitva a kovetkezdk
voltak:

o AP:-3,5mm

o ML: 0,7 mm

o DV:-12-14-16 mm
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In vivo elektrofiziolo giai elvezetések

A 1. kisérleti felallas:
SC elvezetés, SC és PIL optogenetikai ingerléssel,

kiilonbozé modalitasok jelenlétében

SHOCK

B32

B 2. kisérletifelallas:

PIL elvezetés, SC optogenetikai ingerléssel,
kiléonb6zé modalitasok jelenlétében

SHOCK

© )
TONE / NOISE TONE / NOISE
% Y
o5 04+
ONE/ ONE/
Naise  swock vGIluT2-Cre (n=3) NaisE  sHocK vGIuT2-Cre (n=2)
uretan altatas uretan altatas
Q+7 +
LED  SHOCK LED SHOCK

2. dbra — a kisérleti felallasok; az abran a tervezett kisérletek osszefoglaldsa latszik, ahol az
egyes dllatoknak leadott stimulusok (sokk, kétféle hang, vizualis inger, illetve ezek kiilonféle
parositasai) lathatoak, tovabba az egyes elvezetési és ingerlési pontok; Roviditések: SC —
colliculus superior, PIL — poszterior intralamindris talamikus nukleusz, B32 - 32 csatornds

Buzsaki szilicium elektroda, 473 nm - 473 nm hullamhosszusagu féenyt emittalo optikai szal

A Kkisérleti allatokon a megfelelé (kb. 4 hét) expresszios id6 elteltével in vivo elektrofiziold giai
elvezetéseket végeztem. Az egerek altatdsa uretannal (1,4 g/kg) tortént. Ezt kdvetden a fejbort
felvagtam és a megfeleld teriileten ablakot nyitottam a koponyan. A kisérlet tipusatol fliggéen
optikai szalat (OF) vagy egy 32 csatornas szlicium alapt elektrodat (Buzsaki, B32) vezettem
le a megfeleld agyi teriiletekre. A koordinatak a Bregmahoz viszonyitva az 1. tablazat-ban

olvashatoak.

Tipus Elektroda Elektroda OF OF
(agyteriilet) (SC) (PIL) (SC) (PIL)
Kar dolési 0° 0° 20° - az AP 20°-az ML

szoge: sikban sikban

AP: -3,7 mm -3,1 mm -2,6 mm -3,0 mm
ML: 0,7 mm 1,6 mm 0,7 mm 2,9 mm
DV: -1,5 mm -3,0 mm -1,27 mm -3,0 mm

1. tablazat — kisérleti koordindtak; a tablazatban az egyes oszlopok az elektrofiziologiai
meérések soran hasznalt karok dolésszoget, tovabba az elvezetések és optikai ingerlések pontos

koordinatait tartalmazzak agyteriiletenkénti és kisérlettipus szerinti bontdasban.

Az elektroda referencidjaként egy az ablakkal ellentétes oldalon koponyaba rogzitett csavar

szolgalt. Az optikai szilakhoz csatlakoztatott, 473 nm hullimhosszusdgu fény kibocsatasara
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képes lézereket minden kisérletet megeldzéen egységesen 16mW-os erdsségiire allitottam.
Ezek segitségével a sejtek vagy axonterminalisok optogenetikai aktivalasdra 5 ms hosszisagu

fényimpulzusokat kiildtem az adott agyi teriiletre.

A mérések elemzése soran akkor szamitottam egy sejtet optogenetikailag aktivalhatonak
(vagyis 2-es tipusu vezikularis glutamatot termeld - vGluT2 sejtipusnak) hogyha az adott
fénystimulusra 5 ms-os latencian beliill volt képes aktivalodni. A termmndlisok ingerlése

esetében ezt a kiiszobértéket 8 ms-ra toltam Ki.

Az elvezetési koordinatdk utolagos validalasa érdekében az elektrodat kdzvetleniil a méréseket
megel6zoen acetonban feloldott, fluoreszcens Dil-ba martottam. Ez megjelolte az elvezetések
pontos helyét. Igy a minta feldolgozisa utan mikroszkoposan meghatirozhatova valt annak
pontos pozicidja. Az elektrodaval rosszul bemért vagy rossz helyre mjektalt allatok elvezetéseit

kizartam az adatelemzésbil.

A Kkisérleti allat labanak sokkolasahoz hasznalt Supertech késziiléket az allatok bal hatsé labara
rogzitettem. Ez sokkolaskor egy 100 ms hosszisagl, 1 mA erésségli aramot adott le. A
stimukusokbol 6sszesen 10 db kdvette egymast, 60 s-0s inter stimulus intervallum (1SI)-kkel.

A kétféle hang stimulus minden kisérletet megelézéen 70-75 dB-es erdsségre lett allitva. Ezek
egységesen 1s hosszusaguak voltak. A hangforrast az allattal szemben, nagyjabol 30 cm-re
helyeztem el. A "tone" esetében egy 7,5 kHz-es tiszta hangot adtam le, a "noise" esetében egy
Gauss-i eloszlast mutatd fehér zaj keriilt lejatszasra. Mindkettbol egyenként 20-20 darabot
jatszottam le, 30 s-0s ISI-Kkkel.

A viuadlis stimulust képezo fehér fényii LED az allatok bal eliilsé latoterébe lett helyezve és 1s
hosszan villant fel. Ebbdl is szintén 20 darabot jatszottam le, 30s-0s ISI-vel.

A parositott jelek esetében az egyes stimulusok bedllitdsain nem valtoztattam, azzal a kivétellel,
hogy a sokkal parositott stimulusokbol egyszerre legfeliebb 10 darabot jatszottam le 60 s
hosszisagu 1Sl-vel, ugy, hogy a sokk a masik stimulusnak vagy stimulusoknak az utols6 100

ms-aban jelenjen meg.
Az egyes stimulus blokkok kozott 5 perces tires intervallumokat tartottam.

Az optogenetikai ingerlések, az elektromos stimulus ¢és a kétféle hang stimulus analdég modon,

mig a LED digitalisan volt vezérelve egy Matlab script illetve egy kiilsé A/D kartya (National
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Instruments, USB-6353) altal. A leadott stimukusokal parallel médon az adatgylijté egység is
megkapta azok nformacioit, igy latencidlis eltérés nélkiil tudta a program regisztralni azokat.

Az extracellularis elvezetési adatok amplifikdlva, majd digitalizalva lettek elmentve.

Perfuzié

Az elektrofiziolo giai méréseket kdvetden az allatokon transzkardidlis perfiziot hajtottam végre.
Fiziologias soéoldattal torténé 2 perces atmosas utan 200ml 0,1 M-os foszfat puffer (PB)
oldatban oldott, 4%-o0s paraformaldehidet aramoltattam at az allatokon. Nagyjabol 20 perc
elteltével a fixalt agyakat Ovatosan kiemeltem, majd egy ¢éjszaka utdfixaciot kovetden

haromszor 0,1 M PB-vel mostam at azokat.

Metszet elokészités

A mar fixalt egéragyakat rezgbkéses vibratommal 0,1 M PB-ben, 2%-o0s agar-agar-ba agyazva
50um vastag koronalis szeletekre metszettem. A metszeteket a befotozasukig Na-azidos foszfat

puffer oldatban, 4°C-on taroltam.

FElvezetési adatok elemzése

Az elvezetett extracelluldris soksejt aktivitasi adatokat eldszor zajmentesitettem, majd egy
Matlab program segitségével kiszirtem beldle az 500 Hz-et meghaladd spike-okat. Ezt
kovetden egy principal komponens analizisen alapuld, automata klaszterez0 program
(KlustaKwik) ezeket csoportokba rendezte. A csoportokat manudlisan felilvizsgaltam ¢és az
egymastol jol elkiilonitheté, izolalt csoportokat alkotd akcidos potencidlokat egy-egy egyedi
idegsejthez rendeltem. Ha ezek a sejtek egymassal szimmetrikus cross-correlogrammot
alkottak vagy telies mértékben atfedett az akcios potencialjuk alakja, akkor azokat kihagytam
az elemzEsébol, ezzel elkeriilve egyazon sejt tobbszori elemzését. Az igy meghatdrozott ¢€s
ekiilonitett sejtek alkotjdk a dolgozatomban bemutatott idegsejteket ¢és képezik a tovabbi
statisztikai elemzések alapjat.

A statisztikai elemzéseket a Statistica 13 (Statsoft) programmal, illetve Matlab programok

segitségével végeztem.

A dolgozatomban megjelend abrakat szintén Matlab, Adobe lllustrator vagy Microsoft Excel

segitségével készitettem.
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Eredmények

A feltett kérdések megvalaszolasanak érdekében vGluT2-Cre transzgén allatok (n =6) superior
colliculus-aba fluoreszcens channelrhodopsin 2-t kifejezd cre-dependens adeno asszocialt
virust mjektaltunk. A virus expresszios idejének leteltével i vivo elektrofiziold giai

elvezetéseket végeztem az allatokbdl kiilonbozd, a 2. abran bemutatott kisérleti felallisokban.

Az SC mély rétegl glutamaterg sejtjeinek sajatsagai

Az els6 kisérleti felallasban kiilonboz6 ingerek leadasat megeldzoen, illetve a kisérletek
legvégén is az SC-ben talalhato sejttesteket ortodrom, illetve a PIL-be futd terminalisokat
antidrom modon ingereltem az SC teriiletére illetve a PIL-be helyezett optkai szalak
segitségével. Ez altal az adatok kielemzésekor képes voltam elkiiloniteni a 2-es tipust
vezikularis glutamat transzportert kifejezé sejteket (VGIUT2). Ezekben a vGT2 pozitiv
idegsejtekben, ahogy a 3. A és B abra is mutatja a révid fényimpulzusok akcios potencialokat
valtottak ki igen kis, 1-4ms-0s latenciaval. Az axonterminalisok (3. abra, B) illetve a sejttestek
(3. abra, A) ingerlései kozott atlagosan 4,5ms latenciakilonbség volt megfigyelhetd (3. abra,
C). Az elvezetett sejtek (n=33) 78 %-a (n = 26) tartozott az optogenetikailag ingerelhetd,
glutamaterg sejttipusok kozé, mig 21 %-ukat (n = 7) a nem ingerelhetd, feltehetéen GABAerg,
gatlo sejttipusba soroltam. Egyetlen sejt esetében fordult el hogy a szomatikus ingerlésre csak
kevéssé (nem szignifikansan), azonban a PIL-be futdé axonterminalisok antidrom ingerlésére
mar szignifikdnsan megndvekedett tiizelési aktivitdist mutatott. Ezt a sejtet kizartam a tovabbi

elemzésekbbl.

Ezen feliil az SC glutamaterg sejtjeinek optogenetikai ingerlése soran a sejtek nagy szdzalékanal
megfigyelhetd volt egy nagyobb latencidju, és kisebb z-értékkel bird sejtvalasz jelenléte is.
Ezek feltételezhetden a colliculus megannyi visszacsatolasdbol érkezd aktivaciok a glitamaterg

sejtek ingerlésre valaszolva.
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3. dbra — optogenetikaiingerlés; ugyan azon SC sejtaz A dbran szomatikusan, a B abran pedig
az axontermindlisatol, rovid féenyimpulzusokkal kivaltott aktivacidja lathato, a felso sorban a z-
ertékiik szerepel az ido fiiggvényében, mig az also sorban az adott stimulusra megjelend tiizelési
mintdzatuk lathato. A piros nyilhegy az 5 ms hosszusagu fényimpulzus elejét jelzi. A C abran az
optogenetikailag ingerelheté osszes sejt tiizelési latencidja lathato, sargdval mutatva az SC-
ben taldalhato, sejttestiik daltal ingerelhetd glutamaterg idegsejteket, mig a narancssarga szin a

PIL-be futo, axonterminalisuk altal ingerelheté glutamaterg SC sejteket jeloli.
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Az optogenetikai ingerlést kovetden kiilonfele modalitasokkal — kétféle hangstimulussal, egy
vizualis 1illetve egy fajdalmi ingerrel — stimuldltam az allatokat, illetve ezen modalitdsok
kiilonb6z6 kombinacidjaval, mikdzben egy szlikon elektroda segitségével extracellularis
elvezetést végeztem azok mély rétegi SC sejtjeibdl (2. abra, A). A kisérletek soran leadott
stimulusokra a sejtek kiilonf¢le mintazatban (4. abra, A-l) és kiilonféle latenciakkal (5. abra,
A-l) aktivalodtak. A legtobb beazonositott idegsejt egy-egy modalitasra nem, vagy csak
kevéssé valtoztatott tiizelésén (4. dbra, A-D), mig a tobb modalitds szimultin jelenlétére
populacios szinten megnévelték tiizelésiiket (4. abra, E-I). Ez alol egyetlen kivételt képezett a
Ltone”, egy tiszta 7,5kHz-es frekvenciaji hangstimulus. Ennek lejatszasakor azelvezetett sejtek
tiizelési frekvencidjaban jelentds gatlas volt megfigyelhetd, amely kitartott egészen az 1s-0S
hangstimulus végéig (4. abra, A), tovabba az ezzel a stimulussal parositott egyéb modalitasok
soran is a tiizelési frekvencia csokkenése kovetkezett be a ,tone” hosszanak idejére (4. abra,
G, I). Hogyha azonban a tiszta hang helyett a gauss-i eloszlast mutatdo fehér zajt, ,jnoise”-t
jatszottam le az allatoknak, akkor sejtjeik alap tiizelési frekvencidgja mar a stimulus alatt
megnovekedett (4. abra, B) és az ezzel a stimulussal parositott ingerek soran is novekedés volt

tapasztalhato az elvezetett idegsejtek tiizelési aktivitisaban (4. abra, E, H).
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4. dbra - tiizelési mintazatok; A leadott stimulusokra (n

valtozdasokat tiintettem fel (osztalyméret =

= 9) bekovetkezo sejtaktivitds

1 ms). A felsé sor az elvezetett sejtpopuldcio

osszesitett z-értékét mutatja alatta pedig a populacioba tartozo egyedi sejtek tiizelési aktivitasa
lathato. A sejtek sorrendje az egyes abrak kozott megegyezik. Az x tengely a stimulus
megjelenése (0 s) elotti és utani 2 s-ot mutatja. A z-értékek skdldja a jobb oldalon taldlhato. A

szinezett hattér pedig az egyes stimulusok kezdetét és végét jeloli.

Az SC agytorzsi felszallo és agykérgi eredetl leszalld palyak allomasat is képez, igy tisztan
nem jelenthetd ki hogy egy gyors és agytorzsi eredetli mformacior6l van-e szo a latenciak
megvizsgalasa nélkiill. Az egyes stimulokra adott sejtvalaszok latenciai (5. abra) nagyban

eltértek egymastol. A leggyorsabb, ahogy az 5. abra I részében is lathatd a sokk stimulusra
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adott valasz volt (atlagosan 8 ms) és az ezzel a stimulussal parositott ingerek latencigja is
lecsokkent. Ezek az ingerek atlagosan 18 ms-os latenciaval érték el a talamusz sejtjeit a mérések
soran. A szakirodalomban altalinosan elfogadott az az elképzelés mely szerint az 50 ms alatti
latenciaju sejtvalaszok agytorzsi, mig az 50 ms felettick agykérgi eredettel rendelkeznek. Ezek
alapjan pedig kijelenhetjikk, hogy az itt atkapcsold gyors, labsokk ingerre vagy az azzal
parositott modalitisokra adott informacid agytdrzsi eredettel rendelkezik ¢és ez halad tovabb a

talamuszon keresztil a magasabb informaci6-feldolgozd szintek felé.
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5. dabra — tiizelési latencidak; Az abran az adott stimulusok leadasat koveto elso szignifikdns
sejtaktivitasok iddpontjdt tiintettem fel (osztalyméret = 5 ms). Az y tengely a sejtszamot, az x

tengely pedig a latenciat jeloli ms-ban.

A sejtek tiizelési frekvencidjaban bekovetkezd valtozasokat az egyes beazonositott sejtekhez
rendelt modulaciés index-el jellemeztem. Ez alapjan poztivan és negativan modulalodo
sejteket kiilonboztettem meg egymastol. Atlagosan elmondaté hogy a sejtek nagyobb része a
stimulusok alatt poztivan, mig kisebb szazalékuk negativan modulalodik (6. abra, A). A
modalitasok koziil a leginkdbb a parositott led és noise inger valtott ki poztiv modulaciot (6.
abra, A, B), mig a leger6sebb negativ moduliciés indexértéket a led-el vagy labsokkal
parositott tone hangstimulus valtotta ki (6. abra A, B). A kis sejtek kis szazaléku gatlodasanak
ellenére a negativ modulacio mértéke volt a legnagyobb, a modulaciés indexek atlaga kozel -1
-es modulacios értéket adott (6. abra, B). Vagyis hiaba altalinosabban kevesebb a stimulusra

kivaltott gatlodas, mégis az sokkal erdssebben képes befolyasolni a sejtek tlizelési mintazatat.
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6. abra — a mért sejtek moduldciojanak mértéke;, Az abra A részén szdzalékos aranyban
olvashato le az Osszes elvezetett sejt koziil szignifikansak modulalodoak szdazalékos aranya. A
pozitivan modulalodo sejtek piroS, mig a negativ moduldcios indextiek kék szinnel jeloltek. Az
dbra B részén az egyes moduldlodo sejtek szama és modulacios indexiik mértéke olvashato,

pozitiv, illetve negativ moduldaciot mutato sejtekre osztva.

Vagyis elmondhatd, hogy a mély rétegi glutamaterg SC sejtek valdban képesek lehetnek
tobbfele modalitasra (beleértve a félelmi tanulas soran megjelend hang és fajdalmi ingereket is)

aktivalodni igen kis latencidval.
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A PIL sejtekre érkez0 informacio

Ezt kovetéen a PIL sejtjeire érkez0 informacio tartalmat vizsgaltam a 2. B abran bemutatott
kisérleti felallasban. A fluoreszcens channelrhodopsin 2-t kifejez6 virust szintén a vGluT2-Cre
allatok superior colliculus-aba injektaltuk, azonban az extracellularis soksejt aktivitas
elvezetéseket az SC helyett a PIL-bdl végeztem, az optogenetikai ingerléssel pedig az erre a
teriiletre axonterminalisokat kiildé glutamaterg colliculdris sejttipusokat azonositottam. Az igy
elvezetett és beazonositott egyedei sejteket szintén a korabbi kisérletné]l hasznalt stimulusokkal
¢s azok kilonféle kombmacidjaval ingereltem. A PIL sejtek valaszkészsége meglepd
hasonlosagot mutatott ezekre az ingerekre. Jellemzd volt rajuk, hogy az egyenként eléfordulo
modalitasokra nem vagy csak kevéssé valtoztattak alapvet6 tiizelési frekvencidgjukon (Fiiggelék
- 1. abra), azonban a kiilbnb6z6 modalitasok szimultin jelenlétét megndvekedett tiizelési
aktivitds kisérte. Ez jol megfigyelhetd a Fiiggelék 1. abra elsd oszlopdban szerepld példasejt
tizelésén is (Fiiggelék - 1. abra A-D). Az Gsszes ingerelhetd sejt latencidgja (Fiiggelék - 1.
abra, A-D masodik oszlop) szintén a sokk stimulus esetében volt a legrovidebb, de az ezzel

parositott ingerek atlagos latencidja sem haladta meg az 50ms-ot.

Mindezek alapjan feltételezhetd hogy a PIL sejtjeit beidegzd glutamaterg SC sejtek képesek a
rajuk érkezd uni- és multimodalis informaciokat is hasonld hatékonysdggal tovabbitani a

talamusz tertiletére.
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Diszkusszio

Osszességében elmondhatd hogy az SC mély rétegének glutamaterg sejtjei tobbféle modalita sra
is képesek valtoztatni tiizelési mintdzatukon, vagyis ezek a sejtek valoban multimodalisak,
tovabba az itt atkapcsold ingerek nem csak relézodnek, hanem befolyasolhatjak is a sejtek
tiizelési mintazatit. Erdekes megfigyelés, hogy a kivaltott modulicid nem csak serkenteni,

hanem gatolni is képes a sejtek tiizelését az adott stimulus tipusatol fliggden.

A tiszta hangra vald gatlodas adaptiv indokokkal is magyarazhatd, hiszen nagyon kevés olyan
hang fordul el6 a természetben, amely 100%-os tisztasagi lenne, ehelyett az allatok a
kiilonbozo frekvencidkkal vannak korbevéve. Ez az SC sejtek valtozatos frekvencidju ,,white
noise™-ra kivaltott erds serkentddésére is magyarazatként szolgalhat. Ugyanakkor a tiszta 7,5
kHz-es hangot széles korben hasznaljak a kiilonb6zé félelmi kondicionalasi feladatok soran,
mely a késébbiekre nézve elgondolkodtatd lehet. Erre megoldasként szolgalhat egy 2020-ban
megjelent tanulmany, amelyben az egereket egy kevert, elészor tiszta hangbol allo, majd noise -
ba atcsap6 hangstimulussal kondiciondltak felelmi viselkedésre. Az allatok az elséként jovo,
tiszta ,tone” hangra ledermedtek, majd a ,white noise” megjelenésekor menekiilésbe kezdtek
(Hersman et al, 2020). A szerz6k szerint itt nem a hang stimulusok sorrendjének
memorizalasatol fliggbtt a menekiilés kivaltddasa, hanem hogy a ,white noise” sokkal
felttindbb és erdsebb stimulusként szolgal az egerek szamara ezzel elbsegitve annak sikeres

fajdalommal torténd tarsitasat.

Az altalam alkalmazott ingerek kozil a leggyorsabb sejtaktivaciot egyértelmilen a sokk
stimulus altal lehetett elérni mind az SC glutamaterg sejtjeiben, mind pedig a talamikus
sejtekben. Mindez megmagyarazhatja az SC sejtjeinek aktivalodasat az egyes félelmi tanulasi
folyamatokban, hiszen ezeket legtobbszor az allatokon alkalmazott labsokkal érik el

A talamikus elevezetések pedig megerésitik, hogy az SC-PIL palya képes lehet a raérkezo
gyors, fajdalmi ingerek informaciojat az SC glutamaterg sejtjeinek szintjén mas, térben és
idoben egybeesd modalitisokkal integralni ¢és a talamusz sejtjeire tovabbitani igen Kis
latencidval, eldsegitve ezzel a korai jelfeldolgozadst és a gyors viselkedésbeli valaszreakciod

kivaltasat.
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1. abra — a talamikus sejtek tiizelési mintdzata; Az abran egy talamikus példasejt aktivacioja
lathato soronkeént kiilonbozo stimulusokra valaszul. A masodik oszlopban az adott stimuloshoz
tartozo, de mar populacios szintii latencidak olvashatoak. Az x tengely az idot jelzi a stimulus
megjelenése (0 s) elotti és utani idoszakban. Az y skdla also sora a sejt tiizelési mintdzatat, mig
a felsé sora azok kumuldlt z-értékét mutatja. A szinezett hattér az egyes stimulusok kezdetét és

veget jelolik.
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