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1. Bevezetés

A bazélis ganglionok  (cortico-basal  ganglia—
thalamocortical, C-BG-T) a legismertebb  motoros
szabalyozorendszer, amely tO6bbszorésen egymasba agyazott
(nested) agyi koroket (loop) alkot. A kortikalis jelek direkt és
indirekt palyakon keresztul érik el a thalamust, ahol az
intralaminaris/parafascicularis magokban (IL/Pf) konvergalnak.
Az BG a thalamus mellett motoros agytérzsi magokat is
innerval, mint példaul a hidi formatio reticularis (PRF) vGlut2-
pozitiv neuronjait. A PRF/VGIut2 sejtek a kontralateralis
gigantocellularis (Gi) magon keresztiil végiil a gerincveldig
jutnak és ezéltal finom hangoljdk a mozgast. Optogenetikali
stimulacioja a BG-PRF palyanak fontos szerepet jatszik
egerekben a Parkinson modellben tapasztalhaté rendellenes
forgdbmozgés helyreéllitasaban is. Ugyanakkor a PRF nemcsak
serkent6 hanem gatlé sejtpopuléciét is tartalmaz. A
GABAerg/glycinerg PRF GlyT2+ sejtek a thalamus IL/Pf
komplexét célozzak hasonléan mint a BG kimenete. Korabbi
vizsgalatok igazoltak, hogy a PRF gatlo rostok optogenetikai
aktivacioja az IL/Pf-ben felfuggeszti a mozgast. Mindezek

alapjan felmerll a kérdés, hogy létezik-e egy kéreg—PRF-



thalamus (C-PRF-T) kor egy, a BG-hurkokkal parhuzamos,
amely kulcsfontossdgu a mozgasszabalyozasban.

2. Ceélkitiizések

Konkrét célkitlizéseink a kovetkezok:

1. A PRF/GlyT2+ sejtek kergi bemeneteinek vizsgélata,
kil6nds tekintettel a motors kérgi (M2) bemenetre

2. Az axonterminalisok ultrastrukturalis jellemzése a
PRF/GlyT2+ sejttesteken és dendriteken, beleértve a kortikalis
eredetli terminalisokat.

3. Annak meghatarozésa, hogy a thalamusba vetit6
PRF/GlyT2+ sejteket innervalja-e a kérgi bemenet, ezéltal
cortex—PRF/GlyT2+-thalamus kort alkotva

4, PRF-be wvetitd kérgi sejtek axonkollateralisainak
vizsgalata a thalamusban

5. A PRF/GlyT2+ sejttestek optogenetikai aktivacidja és
viselkedéses hatasainak vizsgalata szabadon mozg6 egerekben
6. Az M2/Cg Kkéreg V. retegének elektrofiziologiai

tulajdonsagainak elemzése



3. Anyag és madszer

Allatok és tartasi korilmények

A kisérletekhez egészséges, feln6tt him egereket (40—150 napos)
hasznaltunk, tébbféle transzgenikus torzset kombinalva a
sejttipus- és projekciospecifikus jel6lés érdekében:

Miitéti protokoll és virusinjekciok

A miutéteket minden kisérlethez (anatomia, elektrofizioldgia,
optogenetika) ketamin (111 mg/kg) és xylazin (4,3 mg/kg)
anesztéziaban végeztiik. A miitét soran az allatokat sztereotaxids
berendezésben rogzitettilk, az injekciokat Uvegkapillarissal
adtuk be.

Cortico L5-PRF vizsgalatok

Az Rbp4/cre//BAC_glyt2/GFP egérvonalban (n=11) az M2/Cg
kéregbe AAV5.EF1.dflox.hChR2(H134R)-Cherry. WPRE.hGH
(Addgene #20297) virust injektaltunk. A kérgi axonkollateralok
jelolésére kétféle stratégiat alkalmaztunk el6szor AAVrg-EFla-
DIO-FIpO-WPRE-HGHpA (Addgene #87306-AAVrg) virust
injektaltunk a Pf-be, majd harom hét mdlva AAV2/1-EFla-
fDIO-mCherry (Addgene #114471-AAV?2) virust az M2/Cg-be.
A masik esetben AAVrg-EFla-Cre (Addgene #55636-AAVrQ)
virust adtunk a Pf-be, majd harom hét utén
AAV5.EF1.dflox.nChR2(H134R)-Cherry. WPRE.hGH
(Addgene #20297) virust az M2-be. A thalamus-projektali
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PRF/GlyT2 sejtek vizsgalatanal GlyT2-Cre egerekben (n=4) az
M2-be AAV5-CAMKIla-CHR2(H134R)-EYFP  (Addgene
#26969-AAV5), a Pf-be pedig AAVrg-hSyn-DIO-mCherry
(Addgene #50459-AAVrQ) virusokat injektaltunk.
PRF/GlyT2+-thalamus palya optogenetikai vizsgalata
Optogenetikai aktiviciohoz AAV5.EF1a.D10.hChR2(H134R)-
eYFP.WPRE.hGH (Addgene #20298) virust hasznaltunk
GlyT2-Cre egerekben (n=20). Kontrollként
AAV5.EF1a.DI0.eYFP.WPRE.hGH (Addgene #27056) virust
injektaltunk. Optikai sz&lakat ultettiink be PRF-be és IL/Pf-be, a
helyzetet Dil festéssel ellendriztiik. Tovabbi Kisérletekben
AAVrg-EF1a-DIO-FIpO-WPRE-HGHpA (Addgene #87306-
AAVrg) virust juttattunk a Pf-be, majd harom hét utan AAV1-
EFla-fDIO-EYFP (Addgene #55641-AAV1) vagy AAVI-
Efla-fDIO-mCherry (Addgene #114471-AAV1) virust a PRF-
be.

Hisztologia és immunfestés

Az allatokat pentobarbital anesztézidban perfundaltuk
fiziologias sooldattal, majd fixald oldattal (0,1% glutaraldehid +
4% paraformaldehid). Agyukat vibratommal 50 pm vastag
koronalis metszetekre metszettik.

Immunhisztokémia

A metszeteket TBS pufferben mostuk, szacharézzal



krioprotektaltuk, majd fagyasztottuk. A ChR2-mCherry
jeloléshez nyulban termeltetett anti-mCherry ellenanyagot, a
GlyT2+ sejtek és rostok jel6lésehez tyukban termeltetett anti-
eGFP antitestet hasznaltunk. Fény- és EM-hez DAB/DAB-Ni
kromogent alkalmaztunk, konfokalis és  fluoreszcens
vizsgalatokhoz pedig Cy3- és Alexa488-jelolt masodlagos
antitesteket. Neurobiotint Cy3-streptavidinnel mutattunk ki.
Fluoreszcens és konfokalis mikroszkopia

A virusexpressziot és az optikai szalak helyzetét fluroreszcens
¢és konfokalis mikroszkoppal ellendriztiik. Az M2/Cg rostok és
a PRF/GlyT2+ dendritek kozti szinaptikus kapcsolatok
elemzésére nagyfelbontasu z-stack felvételeket készitettiink, és
az eYFP-/mCherry-jelolt boutonok és dendritszakaszok
kdzelségét manuélisan szamlaltuk.

Elektronmikroszkdpia

A metszeteket OsO4-ral fixaltuk, dehidrataltuk, Durcupanba
agyaztuk, majd ultramikrotommal vagtuk (60 nm). A
dendriteket és terminalisokat FI1JI szoftverrel mértik, a kepeket
HITACHI 7100 elektronmikroszkoppal készitettiik.
Juxtacellularis elvezetés

Az M2/Cqg réteg V piramissejtjeit in vivo a Thy-ChR2-EGFP
egérvonalban optogenetikailag aktivaltuk (473 nm lézer, 5 ms
pulzusok, 0,1-10 mW, 1/10/20 Hz). Az LFP-t bipolaris



elektrédakkal rogzitettik a frontalis kéregbdl, a jeleket
erGsitettiik és szlrtik, majd 20 kHz-en digitalizaltuk.
Az M2/Cg egysejt-aktivitasat iveg mikroelektrodakkal (20—40
MQ) rogzitettik  piezoelektromos mikromanipulator
segitségével. Az elektrodak 0,5 M K-acetatot és 2% neurobiotint
tartalmaztak. A felvett sejteket juxtacellularis &ramokkal
toltottuk fel neurobiotinnal.

MouseLight adatbazis

A Janelia Mouse Light Neuron Browser adataibdl azonositottuk
azokat az M2/Cg L5 sejteket, amelyek a PRF-be vetllnek. Az
axonvégzodéseket tobb kiiszobértékkel vizsgaltuk, és az
anatomiai régidkat a Paxinos atlaszhoz igazitottuk.

Viselkedési kisérletek

A virusinjekci6 és optikai szal beultetése utan 2 hét kezelés és 3
nap habitudcié kovetkezett. Az optogenetikai fazisban a
PRF/GlyT2+ sejtek vagy rostjaik fotoaktivacidjat 473 nm DPSS
lézerrel, gatlasat 589 nm DPSS lézerrel végeztik. A stimulacidok
10 s hossztak voltak, kiilonb6z06 intenzitasokkal ismételve. Az
allatok szabadon mozoghattak a dobozban, a kisérletek utan
perfundaltuk Oket és ellendriztiik az injekciok és az optikai
szélak helyzetét.

Adatfeldolgozés és analizis



A rostdenzitas térképezését, axon- és terminalanalizist F1JI-ben
és konfokalis mikroszkoppal végeztik. A juxtacellularis
adatokat Spike2 és MATLAB szoftverrel elemeztik (tlizelési
valosziniiség, latencia). A viselkedési videokat Simple Mouse
Tracker (OpenCV, Python) segitségével értékeltiik (sebesség,
elfordulas, megtett Gt).

Statisztika

Az allatokat véletlenszeriien osztottuk csoportokba. Az adatokat
normalitasra teszteltik (Shapiro-Wilk), az outliereket IQR
alapjan zartuk ki. A statisztikai elemzéshez R, Jamovi és
GraphPad Prism programokat hasznéltunk. A megfeleld tesztek:
Spearman-korrelacié, Friedman ANOVA + Durbin—-Conover,
paros t-teszt, valamint Kruskal-Wallis + Dwass—Steel-

Critchlow—Fligner.



1. Eredmények
1.1. Az M2/cingularis kéreg projekcioi a PRF/GlyT2+

sejtek zonajaban

A klasszikus retrograd jelolések (Fluorogold) korabban
kimutattak, hogy az M2/Cg vetit a PRF-be, de a rostok eloszlasa
és a sejttipus-specifitds nem volt ismert. Mi RBP4-Cre//GlyT2-
eGFP kettds transzgenikus egerekben (n=9) anterograd
virusmedialt  palyajeldléest  (AAV5-DIO-ChR2-mCherry)
alkalmaztunk. Az M2/Cg rostjai siirii axonhal6zatot alkottak a
rostralis PRF-ben, ott, ahol a PRF/GlyT2+ neuronok is
megtalalhatéak. Az  M2/Cg rostok  alapjan  rost-
denzitastérképeket készitettink a PRF teriletén. Az
eredményeink  azt mutatjdk, hogy  dorsomedialistol
ventrolateralis irdnyban csokkend, rostrocaudalis irdnyban pedig
novekvd rostdenzitds figyelhetd meg, legnagyobb slirliséggel
Br. -4,84 szinten. Az anterior M2/Cg erdsebben vetit a PRF

teruletére a posteriorabb virusinjekciohoz képest.

Konfokalis és feny-mikroszképos képeken az M2/Cg
terminalisok  kozvetlen  kozelében  gyakran  talaltunk
PRF/GlyT2+  posztszinaptikus  elemeket.  Feltételezett



szinaptikus kontaktusokat azonositottunk dendriteken, ritkdbban

szoméakon, s6t egy esetben egy spine-en is.

Az M2/Cg terminalisok ultrastrukturalis jellemzoi és

szinaptikus kapcsolatai a PRF/GlyT2+ neuronokkal

Elektronmikroszkdppal vizsgaltuk a PRF-ben taldlhato
terminalisokat és azok kapcsolatait. Az M2/Cg-b6l szarmazé
terminalisokat a mCherry jel DAB-reakcioval tortént
megjelenitésével azonositottuk. Ezek kisméretii, atlagosan 0,44
um? nagysagu végzédések voltak, 1-3 mitokondriummal,
amelyek aszimmetrikus szinapszisokat képeztek kozepes
atmér6jii dendritekkel. A GlyT2+ szomékon ezzel szemben
nagyobb, DAB-al nem jel6lt, atlagosan 0,97 pum?2 nagysagu
termindlisokat talaltunk, tébb mint harom mitokondriummal.
Ezek terminalisok szimmetrikus szinapszisokat képeztek, ami
gatlo eredetre utal. A GlyT2+ proximalis dendriteken 146
preszinaptikus terminalist mértink, amelyek atlagos merete 0,64
pum?2 volt. Ezek sem voltak DAB-bal jel6ltek. Ugyanakkor tiz
esetben azonositottunk szinaptikus kapcsolatot az M2/Cg
terminalisok és PRF/GlyT2+ dendritek kozott: kilenc esetben
kozepes atmér6jii dendriteken, egy esetben pedig spine-on. Az
M2/Cg termindlisok éatlagos terilete 0,60 pm2 a

posztszinaptikus elemek atmérdje atlagosan 0,73 pm volt.

9



Statisztikai elemzésunk Kkimutatta, hogy az M2/Cg
termindlisok szignifikansan kisebbek, mint a GlyT2+ szomakon
(p<0,001) vagy proximalis dendriteken (p=0,003) talalt DAB
negativ, nem jelolt terminalisok. A szomatikus terminalisok a
dendritikusaknal is nagyobbak voltak (p=0,003).

Thalamusba vetité PRF/GlyT2-sejtek M2/Cg innervacioja

Annak vizsgalatara, hogy az M2/Cg 5. réteg axonjai
val6ban azt a PRF/GlyT2+ neuronpopulaciot innervélja, amely
az IL/PF thalamusba vetit, kettds virusjel6lést alkalmaztunk: az
IL/Pf-be AAVrg-hSyn-DIO-mCherry retrograd, mig az M2/Cg-
be  AAV5-CAMKIla-hChR2-eYFP  anterograd  virust
injektaltunk GlyT2-Cre egerekben. A kisérlet soran retrograd
maodon jel6lt PRF/GlyT2+ neuronokat talaltunk, amelyeket az
M2/Cg rostjai striin korbevettek. Konfokélis mikroszkoppal
igazoltuk, hogy az M2/Cg terminalisok az altalunk vizsgalt
thalamusba vetité PRF/GlyT2+ dendritek 82%-aval putativ
kontaktust alkot (n=50 dendrit, 3 egérbdl). Egy 50 um hossza
dendritszakaszon atlagosan 2,4 = 0,22 kozeli appoziciot
szamoltunk.

Az M2/Cg L5 neuronok axonkollateralisai a PRF-ben és a

thalamusban
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A MouseLight Neuron Browser adatbazis alapjan 23
olyan M2/Cg piramissejtet talaltunk, amelyeknek legalabb egy
axonvégzodése a PRF-ben volt. Ezek kozil 74% (n=17) az IL/Pf
thalamus magokat is innervalta. Az esetek 94%-aban
kollateralisokat talaltunk a stridtumban is. Azonban, szerettiik
volna vizsgalni hogy ezek a thalamusba vetité M2/Cg sejtek a
PRF/GlyT2+  sejtjeit  innervaljdk-e. A kovetkezd
virusbeadasokat alkalmaztuk: AAVrg-EF1a-DIO-FIpO virust
injektaltunk az IL/Pf-be, valamint AAV2/1-EFla-fDIO-
mCherry virust az M2-be RBP4-Cre//GlyT2-eGFP egerekben.
Egy masik Kisérleti elrendezésben AAVrg-EFla-Cre retrograd
és AAV5-EF1a-DIO-hChR2-mCherry  anterogradd  virust
kombinaltunk GlyT2-eGFP egerekben. Mindkét elrendezésben
a thalamusbol visszajelolt M2/Cg sejtek stirli innervaciojat
lathattuk az IL/Pf-ben és az ipsilaterdlis PRF/GlyT2+ z6néban
is.

Konfokalis felvételeken igazoltuk, hogy a thalamusba
vetillé6 M2/Cg rostok kozeli appozicidkat alkotnak a
PRF/GlyT2+ dendritekkel. Az els6 konfiguracioban az altalunk
vizsgalt dendritek 72,5%-at (n=40), a masodikban 65%-at
(n=40) innervaltdk az M2/Cg terminalisok. Atlagosan 1,5-2

kozeli appoziciot mértiink 50 pm-es dendritszakaszon.
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A PRF/GlyT2+ neuronok optogenetikai aktivalasa
forgdmozgésokat valt Ki

GlyT2-Cre &llatba injektaltunk AAV5-DIO-ChR2-eYFP
virust a PRF-be és vagy a gatlo axonokat fotoaktivaltuk az
IL/Pf-ben vagy a GlyT2 sejttesteket a PRF-ben. Az IL/Pf-ben a
bilateralis stimulécid (20 stimul&cid) vagy 15 mW-os egyoldali
stimulaci6 (24 stimulacid) mozgasleéllast valtott ki,
Alacsonyabb intenzitas (1-10 mW) mellett az egyoldali
stimulacio minden esetben kontralateralis forgast indukalt. A
forgas statisztikai vizsgalata, a Friedman-teszt szignifikéans
kilénbséget mutatott (x2=10,6, p=0,005), post hoc analizis
szerint a forgas a stimulacidé alatt ndtt meg szignifikansan
(p<0,001).

A PRF/GlyT2+ szomak kozvetlen, egyoldali aktivalasat
7 allatban vizsgaltuk. A forgdmozgas minden intenzitasnal n6tt
(1 mW: ¥2=6, p=0,050; 5 mW: »?=8,33, p=0,016; 10 mW:
¥?>=10,3, p=0,006; 15 mW: y?=12,3, p=0,002). Azonban a 7
allatbol 4 kontralaterdlis, 3 ipsilateralis forgast mutatott; a két
csoport kdzott nem volt szignifikans kilonbség (U=2, p=0,229).
A sebességelemzés 1 és 10 mW intenzitasnal szignifikans
gyorsuldst mutatott az elsé masodpercben (1 mW: p=0,004; 10
mW: p=0,012), ami fennmaradt a stimulacio tovabbi reszében.
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Kontroll  (AAV5-DIO-eYFP)  éallatokban  (n=4) sem
sebességben, sem forgasban nem volt valtozas (Friedman
tesztek minden intenzitasnal: n.s.).

A thalamusba vetiilé PRF/GlyT2+ sejtek elkiiloniilo
projekcids mintazatai

Annak érdekében, hogy valaszt kapjunk a forgasi iranyokra, az
IL/Pf-be retrograd (AAVrg-EFla-DIO-FIpO) és a PRF-be
anterograd (AAV2/1-EFla-fDIO-mCherry, n=3) virusokat
injektaltunk, hogy kizarolag a thalamusba vetit6 PRF/GlyT2+
sejtek axonjait tudjuk vizsgalni. Ezek a sejtek szignifikdnsan
tobb rostot kildtek az ipsilaterélis gigantocellularis magba (Gi)
(paros t-préba: t(2)=22,07; p=0,002). Ezzel szemben a teljes
PRF/GlyT2+ populacié jelolése (AAV5-DIO-eYFP, n=4)
kétoldali, de szimmetrikus Gi-innervéciét mutatott (t(3)=1,462;
p=0,24) amely magyarazhatja az ipsi €s a kontralateralis forgast.
Az M2 neuronok elektrofizioldgiai vizsgalata

A Thy1-ChR2-EGFP vonalban minden L5 piramissejt kifejezi a
ChR2-t és az EGFP-t, igy optogenetikailag stimulalhato. Altatott
egerekben juxtacellularis méréseket végeztink (n=13 sejt, n=5
egér), mikozben kiilonboz6 intenzitast (0,035-10 mW) és
frekvenciaju (1, 10, 20 Hz) fényimpulzusokkal stimulaltuk az
M2/Cg L5 neuronokat. Az akcids potencial kivaltasanak

valosziniisége meredeken nétt az intenzitas ndvelésével, és 10
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mW-nal kozel elérte a maximumot (1 Hz: 99%, 10 Hz: 98%, 20
Hz: 85%). A Spearman-korrelacié erGs pozitiv Osszefiiggést
mutatott az intenzitas és a valaszvalosziniiség kozott (p=0,996;
p=0,983; p=0,983; mind p<0,001).

A valaszlatencia ezzel szemben forditott 6sszefliggést mutatott:
nagyobb intenzitasnal gyorsabb tlizelés jelentkezett. Az atlagos
latencia 1 Hz-nél 7,3 ms-rél 3,5 ms-ra, 10 Hz-nél 8,4 ms-rél 3,6
ms-ra, 20 Hz-nél 9,2 ms-rdl 4,3 ms-ra csokkent a l1ézerintenzitas
novelésével. A Spearman-korrelacio minden frekvencian
szignifikans negativ kapcsolatot igazolt (p=-0,893; p=-0,929;
p=-0,786; mind p<0,05). Kiegészité kisérletek (in vitro patch
clamp, in vivo juxtacellularis felvételek) azt mutattak, hogy az
M2 termindlisok gyors, glutaméaterg szinaptikus valaszokat
valtanak ki a PRF/GlyT2+ sejtekben.

18) Diszkusszio

Eredményeink egy kortiko—szubkortikalis mozgasszabalyozé
kort tarnak fel. Az M2/Cqg réteg 5. rétegi neuronjai innervaljak a
rostralis PRF GIlyT2-t expresszalo sejtjeit. Ezek a rostok
rostrokaudalis és lateromedialis gradiens mentén oszlanak el, és
monoszinaptikus kontaktusokat képeznek a PRF/GlyT2+ sejtek
dendritjeiveln és tlskeivel. Jelentds részikk olyan GlyT2+
sejtekre érkezik, amelyek a thalamuszba is vetitenek, igy

kortikalis kontrollt biztositanak a thalamikus gatlas felett.
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Virusjelolésekkel és a MouselLight adatbazis analizisével
kimutattuk, hogy egy L5 sejt kiild axonkollateralist a PRF-be, az
IL/Pf-be és a stridtumba is. Ez egy tobbszordsen beagyazott agyi
halozatot alkot (nested loop), ahol ugyanazon kortikalis sejt
kozvetlen és kozvetett uton is befolyasolja a thalamikus
aktivitast. Funkciondlisan az elektrofiziologiai vizsgalatok
igazoltdk, hogy az M2/Cg LS5 sejtek megbizhatd, erds
excitatoros hatast gyakorolnak a PRF/GlyT2+ neuronokra,
amelyek toborzdsa intenzitds- ¢és frekvenciafliggé. A
PRF/GlyT2+ sejtek manipulacidja komplex viselkedési
kimeneteket ~ eredményezett: a  thalamikus  rostok
fotostimulacidja konzisztensten kontraverziv fordulatokat
valtott ki, mig a teljes PRF/GlyT2+ populécié aktivalasa
valtozékony, ipsi- és kontraverziv rotaciokat is elidézett. A
vetitési mintazat alapjan magyarazhaté ez a variabilitds: a
thalamuszba vetit6 PRF/GlyT2+ sejtek elsdsorban az
ipsilateralis Gi-t innervaljak. Ugyanakkor a teljes PRF/GlyT2+
populacio bilaterdlisan vetll, igy bizonyos gatlé sejtek a
kontralateradlis Gi-t célozhatjak, ami ipsiverziv fogashoz
vezethet.

A motoros haldzatok tagabb kontextusaban eredményeink
szerint két jelentés kortiko—szubkortikalis hurok szabalyozza a

mozgast:
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1. a Kklasszikus kortiko-bazalis ganglion-thalamo—

kortikalis (C-BG-T) mozgéasszabalyozo kor,

2. valamint az &ltalunk azonositott kortiko—PRF-

thalamusz (C-PRF-T) mozgéasszabalyozo6 kor.

A C-PRF-T hurokban az M2/Cg kbzvetlenil a PRF/GlyT2+
sejtekre hat, amelyek erds, nem-depressziv gatlast fejtenek ki az
IL/Pf neuronokra. Ez részben atfed a BG bemeneteivel, de a PRF
¢s a BG eltérd medullaris targeteket céloznak: mig a BG
PRF/VGIut2 sejteket és ezéltal foként kontralateralis serkentd
palyan keresztll szabalyozza a Gi-t, addig a PRF/GlyT2+ sejtek
ipsilateralisan gatolnak. Igy a két rendszer parhuzamosan és

potencialisan szinergikusan szabalyozza a fordul6 mozgasokat.
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