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ABSZTRAKT

A jutalom predikci6 hiba (reward prediciton error: RPE) a tényleges és a vart jutalom
kozotti kiilonbség, melynek értékétdl fiiggden valtozik jovobeli viselkedésiink tanulas soran.
Célul thztik ki a dopamin (DA), az acetilkolin (acetylcholine: ACh), a noradrenalin
(norepinephrine: NE) és a szerotonin (5-hidroxitriptamin: 5-HT) szerepének vizsgalatat az
asszociativ tanuldsban, és felszabaduldsuk RPE-vel val6 0sszefiiggésének vizsgalatat.

Egereket tanitottunk egy pavlovi kondiciondlason alapulé hangdetekcios feladatban
50%-os jutalmazasi eséllyel, amely lehetdvé tette a pozitiv (jutalmazott probak) és a negativ
RPE-k (jutalmazatlan probak) vizsgalatat, mikozben szaloptikas fotometria segitségével
mértiilk a DA, az ACh, az NE és az 5-HT felszabadulast.

Ahogy az varhat6 volt, a stimulus alatti varakozé nyalas csdkkent a kihagyott jutalmak
utan, de ndtt a jutalmazott probak utdn, melyet a DA felszabaduldsa nem csak a ventralis
stridtumban (VS), hanem a prefrontalis kéregben (prefrontal cortex: PFC) is kovetett. Az ACh
felszabadulasa szintén kdvette az RPE-t mind a bazolateralis amigdalaban (BLA), mind a PFC-
ben. Meglepd modon mind az NE, mind az 5-HT felszabadulas csdkkent a jutalmazott probak
utan, és nott kihagyott jutalmak utdn a PFC-ben, de a BLA-ban kovette az RPE valtozasait.

Eredményeink igen fontosak, hiszen lehet, hogy a neurodegenerativ betegségekkel jard
demencidk soran, melyek az eloregedd tarsadalmunkban kiemelt problémat okoznak, az

altalunk vizsgalt mechanizmusok is sériilnek.



ABSTRACT

Reward prediction error (RPE) is the difference between an actual and an expected
reward, and during reinforcement learning our behavior changes depending on the value of the
RPE. We aimed to investigate the role of dopamine (DA), acetylcholine (ACh), norepinephrine
(NE) and serotonin (5-HT) in associative learning and the correlation of their release with the
reward prediction error (RPE).

To address this, we trained mice on a sound detection Pavlovian conditioning task with
a 50% reward schedule that allowed examining clean representations of positive (rewarded
trials) and negative RPE (reward omission trials), while we measured DA, ACh, NE and 5-HT
release by fiber photometry.

As expected, anticipatory licking during the stimulus decreased after omitted rewards
but increased after rewarded trials, DA release followed a similar pattern not only in the ventral
striatum (VS) but also in the prefrontal cortex (PFC). The release of ACh also followed the RPE
in both the basolateral amygdala (BLA) and in the PFC. Both NE and 5-HT release in the PFC
decreased after rewarded trials and increased after reward omissions, but in the BLA it followed
the updates of the RPE.

These results are important, because it is possible that the mechanisms, we are
investigating are also compromised during dementias caused by neurodegenerative diseases,

which are a major problem in our aging society.
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

5-HT 5-hidroxitriptamin = szerotonin

AAV adeno-asszocidlt virus

ACh acetylcholine = acetilkolin

AD  Alzheimer’s disease = Alzheimer-kor

AL  anticipatory licking = varakozé nyalas

ALR anticipatory licking rate = varakozé nyalasi rata

BFCN basal forebrain cholinergic neuron = bazalis eldagyi kolinerg neuron

BLA bazolateralis amigdala

CS  conditioned stimuli = feltételes inger

CS-0O negative conditioned stimuli-omission = negativ feltételes inger-kihagyas
CS+O positive conditioned stimuli-omission = pozitiv feltételes inger-kihagyas
CS+R positive conditioned stimuli-reward = pozitiv feltételes inger-jutalom

DA  dopamin

DAPI 4',6-diamidino-2-fenilindol

dCSPO delta positive condition stimuli omission = pozitiv feltételes inger kihagyassal
dCSPR delta positive condition stimuli reward = pozitiv feltételes inger jutalommal
GFP green fluorescent protein = zold fluoreszcens fehérje

HDB horizontal diagonal band of Broca = Broca-féle diagonalis kdteg horizontélis 4ga
HSA huméan szérumalbumin

LC  locus coeruleus

NE  norepinephrine = noradrenalin

OFC orbitofrontal cortex = orbitofrontalis kéreg

PB  phosphate buffer = natrium-foszfat-puffer

PFA paraformaldehid

PFC prefrontal cortex = prefrontalis kéreg

RPE reward prediction error = jutalom eldrejelzési hiba

TBS tris-buffered saline = trisz-pufferelt sdoldat

TTL tranzisztor-tranzisztor logika

US  unconditioned stimuli = feltétel nélkiili inger

VS  ventrdlis stridtum

VTA ventral tegmental area = ventralis tegmentalis teriilet



1. BEVEZETES

1.1. A tanulas fontossaga

Az ¢letben maradashoz sziikséges feltételek teljesiiléséhez nélkiilozhetetlen, hogy
prediktaljunk és befolyasoljunk bizonyos kornyezetiinkben torténd eseményeket. Ennek a
képességnek a gyakorlasat az asszociativ tanulas teszi lehetdvé az események kozti kapcesolatok
¢észlelése és megértése altal [1]. Asszociativ tanulas soran informaciokat szerezhetiink a
kiilonbozé kornyezeti események kozotti kapcsolatokrdl. Ezek az események akkor
kapcsolodnak egymashoz, ha idébeli vagy térbeli kozelségben fordulnak eld, és amikor az

egyik esemény megbizhatdan eldrejelzi a masik esemény bekovetkezését [2].

1.2. A pavlovi kondicionalas

A pavlovi kondiciondlds, vagy mdasnéven klasszikus kondiciondlds egy olyan
asszocidcion alapul6 tanuldsi modszer, amely sordn egy feltételes inger (conditioned stimuli:
CS) egy feltétel nélkiili ingerhez (unconditioned stimuli: US) tarsul. A CS 1j viselkedést valt
ki, melyet azért neveznek igy, mert az arra adott reakcid feltétele egy bioldgiailag jelentés US
megtapasztaldsa. A viselkedést magat egy biologiailag fontos inger valtja ki, amely nem fiigg
egy masik ingerrel valo feltételes kapcsolattol, ezért nevezik US-nek. Ez a fajta tanulés
automatikusan megtorténik, anélkiil, hogy az alany barmit is tenne [3]. Ivan Petrovics Pavlov
hires kisérletében (1927), amely a klasszikus (pavlovi) kondicionalas alapja, a csengd jelentette
a kutya szdmara a CS-t, az étel pedig a US-t. Az orosz kutaté megfigyelte, hogy a kutya
nyalelvalasztdsa mar a csengd hangjara megindult, akkor is, ha nem kovette étel, tehat az US-

hez tarsitotta a kutya a CS-t [1].

1.3. A tanulads neurodegenerativ betegségekben betoltott szerepe

A tanulds és az emlékezet kialakitdsa, valamint mas Osszetett kognitiv folyamatok
megkdvetelik a neuronok dsszekapcsolt halozatokon keresztiil torténd dsszehangolt miikodését.
A neurondlis tiizelési mintdk olyan valtozasokat indukdlnak a szinaptikus plaszticitasban,
amelyek szelektiven erdsithetik vagy gyengithetik a halozati kapcsolatokat [4]. Az Gregedés és
neurodegenerativ betegségek esetében a neuronok egyes szubpopulacidinak csokkenhet az
aktivalhatosaga, mig masok hiperaktivaciét mutatnak [5]. Az ilyen fajta hiperaktivaciot
korabban mar Osszefiiggésbe hoztak a kognitiv hanyatlassal [6].

A leggyakoribb kognitiv hanyatlassal jaré neurodegenarativ betegség az Alzheimer-kor

(Alzheimer’s disease: AD). Az AD-betegek a demencia tiineteirdl szoktak beszdmolni, amely



az emlékezéshez, a gondolkodashoz vagy a dontések meghozataldhoz sziikséges képesség
hanyatléasat jelenti [7]. Két klasszikus patologiai tiinete az amiloid-béta fehérje plakkok és a tau
fehérje aggregatumok felhalmozodasa [8, 9]. A kognitiv hanyatlas egyik kivalté oka az AD
soran a kolinerg neuronok progressziv degeneracioja [10]. A motoros funkcidok karosodasdban
a dopamin (DA) neuronok elvesztése fontos szerepet jatszik [11]. Mindezek mellett a
szerotonerg és a noradrenerg rendszer szerepét is sokszor Osszefliggésbe hoztdk AD soran
kialakul6 kognitiv funkcidk és a memoria fokozatos elvesztésével [12, 13].

A Parkinson-kor (Parkinson’s disease: PD) a masodik leggyakoribb neurodegenarativ
betegség. A PD meghatarozd motoros tiinetein kiviil tobb nem-motoros tiinet is eléfordul; mint
példaul a kognitiv kdrosodas, amely a betegség barmely szakaszaban el6fordulhat. A korai
kognitiv valtozdsok memoriazavarral is kiegésziilhetnek, amely ndveli a demencia korai
progresszidjanak kockazatat [14]. A PD {6 patologias jellemzdje a-szinuklein aggregacidja
[15], amely a DA neuronok progressziv elvesztését okozza a substantia nigra pars
compactaban, és igy a DA hianya nagyban hozzéjarul a tiinetek kialakuldsahoz [16, 17]. A kéros
folyamatok azonban nem csak a dopaminerg rendszeren beliilre korldtozoédnak. A kolinerg
sejtek egyidejli elvesztése szintén a kognitiv hanyatldshoz jarul hozza a betegeknél [18]. A
noradrenerg rendszer is sériil a betegség soran, ez elsd sorban a figyelem zavar kialakuldsat
okozza [19]. A szerotonerg neuronok progressziv elvesztése is megfigyelhetd, mely szerepet
jatszik a motoros és a nem-motoros tiinetek kialakulasaban egyarant [20].

Bar szamos bizonyiték alatdmasztja a neuromodulator rendszerek szerepét a demens

tiinetek kialakulasadban, a pontos mechanizmusok azonban még nem ismertek [16, 21].



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1. A dopamin szerepe a tanulasban

A kognitiv folyamatokban, a jutalommal kapcsolatos tanuldsi folyamatokban és a
motoros rendszerben betoltott kiemelkedden fontos szerepe miatt a DA a legszélesebb korben
vizsgalt neuromodulatorok koz¢é tartozik [22]. A kdzépagyban talalhatd ventralis tegmentalis
tertilet (ventral tegmental area: VTA) a dopaminerg rendszer kozpontja, amely sokféle
viselkedési funkcidt szabalyoz, beleértve a jutalom feldolgozast, a stressz modulaciot, a tanulast
¢s a memoriat [23].

A prefrontalis kérgi (prefrontal cortex: PFC) DA-nak szerepe van a tanuldsban ¢és a
memoria kialakulasaban, ezeken belill foként a térbeli munkamemoria kialakitasaban és az
érzelmi, illetve asszociativ tanulas folyamataban [24]. A helyi DA felszabadulas fontos szerepet
tolt be a PFC kiilonboz6 funkcidiban, beleértve a végrehajté funkcioit, és a figyelemmel és
tanuldssal kapcsolatos szerepét. A PFC-ben taladlhatdé D2 receptor tulaktivaldsa hosszutavu
aktivitas gatlast indukal, amely a hippokampusz-PFC kozti szinapszisok NMDA (N-metil-d-
aszpartat) receptor transzmisszidjanak csokkenését okozza. Ez a folyamat az egyik kivalto
mechanizmusa lehet a skizofréniaval 6sszefiiggd kognitiv zavaroknak [25].

A VTA-bOl érkezd f6 dopaminerg projekcid a ventralis stridtumot (VS) idegzi be,
amelyrdl régota ismert, hogy erdsen érintett a kiilonféle viselkedési és kognitiv funkciokban,
mint példaul a jutalomhoz kothetd és az averziv tanulds, a motivacio, a fliggdség, a deklarativ

tanulds és a memoria kialakuldsa [26].

2.2. Az acetilkolin szerepe a tanulasban

Az acetilkolinnak (acetylcholine: ACh) fontos szerepe van a tanulasban és a memoria
kialakulasaban. Kiilondsen az 0j informaciok megszerzéséhez sziikséges, ugyanis korabbi
vizsgalatok soran bizonyitottdk, hogy a muszkarinos ACh receptorok farmakologiai géatlasa
megakadalyozza az 0j emlékek 1étrehozasat [27]. A kolinerg projekciok egyik kiindulasi pontja
a Broca-féle diagonalis koteg horizontélis aga (horizontal diagonal band of Broca: HDB), mely
a bazalis eldagy egyik legnagyobb kolinerg struktirdja, az amigdala és a szeptalis teriiletek
kozott helyezkedik el [28].

A bazolateralis amigdala (BLA) elsdsorban a félelmen alapul6 tanuldsban vesz részt. Az
ide érkezd ACh projekcioknak fontos szerepe van az érzelmi emlékek rogzitésében [29].

Emellett részt vesz a korabban semleges ingerekbdl szdrmazo pozitiv €s negativ kimenetelek



elérejelzésének megtanuldsaban. A bazalis eldagyi komplex kolinerg sejtjei mind a pozitiv,
mind a negativ megerdsités hatasara tiizelnek [30].

A ragcsalok medialis prefrontalis kérge (medial prefrontal cortex: mPFC) részt vesz a

crer

a tanuldsi folyamatokban. Szdmos agyi teriiletrdl érkeznek ide projekciok, igy a VTA-bol
érkez6 DA bemenet mellett a HDB-bol ACh bemenet is érkezik [31]. Az ACh felszabadulasa

az mPFC-ben koOzponti szerepet jatszik a normal kognitiv teljesitményben, kiilondsen a
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1. abra: A medialis prefrontalis kéregbe érkezé projekciok

A medialis prefrontalis kéreg afferens vetiileteinek sematikus abrazolasa a megfeleld neuromodulator
rendszerekkel [33].

Roviditések: AMY: amigdala; DRN: dorsal Raphe nucleus = dorzalis Raphe mag; LC: locus coeruleus; LHb:
lateralis habenula; mPFC: medial prefrontal cortex = medialis prefrontalis kéreg; NAc: nucleus accumbens; Th:

talamusz; vHIPP: ventralis hippokampusz; VTA: ventral tegmental area = ventralis tegmentalis teriilet

2.3. A noradrenalin szerepe a tanulasban

A locus coeruleus (LC) az agytdrzsben helyezkedik el, az itt talalhaté noradrenerg
rendszer kdzpontja, egy széles korben elterjedt projekcios halozatot foglal magaba a kdzponti
idegrendszerben, amely képes a viselkedés széles skaldjanak modulédlasara, beleértve az
izgatottsagot, a tanulést, a fajdalom érzékelését €s a stressz altal kivaltott negativ érzelmi
allapotokat [34]. A noradrenalinnak (norepinephrine: NE) emellett kulcsfontossagti modulalo

szerepe van a stressz €s a félelem, valamint a térbeli munkamemoria kialakulédsiban [35].



Az LC egyik sajatos efferens vetiilete a BLA fel¢ mutat, az ide érkezd NE az érzelmi
viselkedésben betdltott szerepérdl ismert [36]. A BLA fontos az érzékszervi informdaciok
integralasaban, a valtozatos ¢s ellentétes érzelmi viselkedések létrejottében, beleértve a
szorongast, félelmet, illetve a biintetéssel és a jutalommal kapcsolatos viselkedéseket [37].

A PFC az NE mésik fontos célpontja, itt a legnagyobb az NE terminalisok siirlisége a
kéregben. A NE befolydsolja a stresszorok feldolgozésat és a rajuk vonatkozd vélaszt, és a
félelemmel kapcsolatos viselkedések szabalyozasat. A PFC-beli NE sziikséges a félelemérzet
csokkentéséhez, az érzelmi félelemreakciok feliilirdsaval, és igy elOsegiti az adaptiv viselkedést

[38].

2.4. A szerotonin szerepe a tanulasban

A szerotonin (5-hidroxitriptamin: 5-HT) egy kdzponti neuromodulétor, amely szamos
biologiai folyamat szabdlyozdsdban jatszik szerepet, és a pszichoaktiv drogok egyik
legfontosabb célpontjai a szerotonerg sejtek [39]. Biologiai funkcidja 0Osszetett, sokféle
folyamatban szerepe van, példaul a hangulat szabalyozasaban, a megismerésben, a tanuldsban
¢s a memoria folyamatokban [40]. A szerotonerg rendszer kdzpontja a Raphe mag, amely az
agytorzs kozépvonaldban helyezkedik el a kdzépagyon, a hidon €s a nyutltveldn végig nytlva
[41].

A szerotonerg rendszer {06 célteriilete a PFC, ahova igen siirli projekcioi érkeznek.
Korabbi tanulméanyok kimutattak, hogy a prefrontalis 5-HT szerepet jatszik a rovid tava
memoridban, a figyelemben és a kognitiv rugalmassagban [42, 43]. Mindezek mellett
szabalyozza az impulzivitast is és az agykérgi aktivitdas moduldlasaval eldsegiti a viselkedés
szabalyozasat [44].

Masik {6 projekcids teriilete a BLA, kordbbi kutatdsok az ide érkezd szerotonerg
beidegzést foként a félelemmel €s a szorongassal kapcsolatos viselkedés soran vizsgaltak [45].
A jutalommal kapcsolatos tanuldsban val6 szerepe azonban sokkal kevésbé vizsgalt és ismert,

de bizonyitott, hogy részt vesz benne [46].

2.5. A jutalom elérejelzési hiba

A jutalom eldrejelzési hiba (reward prediction error: RPE) a kapott és a vart jutalom
kozotti kiilonbségbdl all. Kulcsfontossaghi a jutalmak felismerésében és a jutalomhoz vald
jutasra torekedésben. A jovobeli viselkedés a jutalom és a predikcio kozott tapasztalt
kiilonbségtdl, azaz a RPE-t6l fliggben valtozik. Ha a jutalom jobb a vartnal (+RPE) az

elérejelzés jobb lesz, és tobbet végezziik azt a viselkedést, amely a jutalmat eredményezte. Ha
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a jutalom rosszabb a vartnal (-RPE) az elérejelzés rosszabb lesz, és ezt a cselekvést legkdzelebb
kevésbé végezziik vagy elkeriiljiik. Mindkét esetben megvaltozik a predikcio és a viselkedés,
tehat tanulasrol beszélhetiink. Ezzel szemben, ha a jutalom pontosan olyan, mint a vart, akkor

nincs RPE, ¢és valtozatlan marad a predikcio és a viselkedés is; tehat nem torténik tanulés [47].

2.6. A jutalom elore jelzési hiba és a neuromodulatorok kapcsolata

Az emberek, majmok és ragesalok kozépagyaban a legtobb DA neuron koveti a RPE
valtozasait. A vartnal nagyobb jutalom aktivalja 6ket (+RPE), az elorejelzett jutalmak esetében
kiindulési aktivitasnal maradnak, €s csokkent aktivitast mutatnak a vartnal kisebb jutalom (-
RPE) esetében. Ez lehetové teszi az idegsejtek szamara, hogy a prediktiv informaciot a korabbi
ingerek és cselekvések megtanulasara hasznaljak. Ily médon a DA sejtek aktivitdsanak

megfigyelése hasznos az események hosszl lancolatainak megismeréséhez [47].
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2. abra: A dopamin neuronok tiizelése pavlovi kondicionalas soran majomban

Jutalom-eldrejelzési hibat (reward prediction error: RPE) kodolé dopaminerg valaszok a jutalom idején és a
jutalom-eldrejelzé vizualis ingerek (a két alsé abran) alatt. Mindegyik abran az esemény koriili idé hisztogram
lathato, a fliggbleges vonalak a dopaminerg neuron tiizelését jelolik, egy sor egy probanak felel meg. Az abran
lathaté dopamin neuronokat a nem vart jutalom aktivalja, amely pozitiv RPE (A), de nem mutatnak valaszt a vart
jutalomra, ilyenkor nincs RPE (B), illetve gatlédnak, amikor varta a jutalmat, de nem kapott, ekkor az RPE negativ

(O) [47].

A bazalis eldagyi kolinerg neuronok (basal forebrain cholinergic neuron: BFCN) fontos
szerepet jatszanak az asszociativ tanulasban, tehat a jovobeli kimeneteleket eldrejelz6 ingerek
feldolgozasaban. A jutalmazas dnmagéaban aktivalja BFCN-ket, a varatlan jutalmak azonban

erdsebb valaszt valtanak ki beldliik, am a biintetésre egységes valaszt adnak. A BFCN-k

12



eltéréen mérlegelik a pozitiv és negativ megerdsitésre vonatkozo eldrejelzéseket, ez feltehetéen
az RPE-vel magyarazhat6 [48].

Korabban mar igazoltak, hogy a NE felszabaduladsa sziikséges az asszociativ
félelemtanulasi emlékek kialakulasdhoz €s a felszabadulasa koveti a veszEly eldrejelzési hiba
modelljét, az RPE-vel vald kapcsolatat azonban még nem vizsgaltak [49].

Mig a DA neuronokra jellemz6 az eldjeles RPE-k kodolasa, addig az 5-HT neuronokat
a kolinerg sejtekhez hasonléan az eldjel nélkiili RPE-vel hoztak Osszefliggésbe korabbi
kutatasok. Vagyis a szerotonerg beidegzésli neuronok nem a hiba irdnyara, hanem annak
nagysagara érzékenyek. Ezeket a valaszokat egyfajta ,,meglepetés” jelként is lehetne jellemezni

[50].
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3. CELKITUZESEK

Kisérleteink céljaa DA, ACh, NE és 5-HT szerepének vizsgalata volt asszociativ tanulas
soran egerekben.

A striatalis DA-r6l a bevezetésben bemutatott kutatdsok alapjan mar tudtuk, hogy koveti
az RPE valtozasait, de mi kivancsiak voltunk arra is, hogy a frontélis kérgi DA is ezt koveti-e,
hiszen a PFC-nek kulcsfontossagu szerepe van az értékalapu dontéshozatalban.

Tovabba az ACh, NE ¢és 5-HT kapcsolatat is megvizsgaltuk az RPE-vel, hiszen ahogy a
kordbbiakban bemutattam mindharom neuromoduldtornak fontos szerepe van a tanulasi
folyamatokban. Mindhdrom esetben vizsgaltunk egy mélyagyi teriiletet, amely a BLA volt, és
egy frontalis kérgi teriiletet is, amely a PFC volt.

Kutatasunk f6 kérdései:
1) Hogyan fligg 6ssze a neuromodulator felszabadulas az RPE-vel?
2) Van-e Osszefliggés a neuromodulétor felszabadulds és a pavlovi kondicionalas soran

megfigyelt varakozoé viselkedés kozott, illetve annak megvaltozasa kozott?
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Allatok

Kisérleteinkben Cs7BL/6J tipusi 4 hoénapos egereket hasznaltunk, himeket ¢és
ndéstényeket egyarant. Neuromodulatoronként legalabb 5 egeret vizsgaltunk, a nemiik valtozo
volt (1. tablazat). Atlagos teststilyuk a kézhez szoktatas elStt 26,4 + 3,5 g volt. Az allatok
egyesével voltak elhelyezve a ketreceikbe az implantditumok védelmének érdekében, ahol ad
libitum jutottak ragcsalo taphoz €s a vizkorlatozasi protokoll megkezdése elott vizhez is. Az
allatok 12/12 oras fény-sotét ciklusban voltak tartva. A kisérleti modszereket a Kisérleti
Orvostudomanyi Kutatéintézet Allatvédelmi Bizottsaga, illetve a Nemzeti Elelmiszerlanc-
biztonsagi Hivatal allat-kutatésetikai bizottsdga biralta el. Az allatkisérleti engedélyszamunk:
PE/EA/1003-7/2021. Az European Community’s Council 1986. november 24-i iranyelveinek
(86/609/EEC) megfelelden voltak tartva az allatok.

1. tablazat: Hasznalt egyedek szima nemekre és neuromodulatorokra bontva

Dopamin Acetilkolin Noradrenalin Szerotonin

szenzor (n) szenzor (n) szenzor (n) szenzor (n)
Him egér 5 4 5 1
Nostény egér 2 3 3 4

4.2. Miitéti eljaras

A szaloptikas fotometriai kisérleteket miitét elézte meg, melyhez ketamin-xilazin (83
mg/kg ketamin és 17 mg/kg xilazin feloldva 0,9% fizioldgias sooldatban) keverékkel altattuk
az egereket intraperitonedlisan. 70%-os etanollal és Betadin-nal fertdtlenitettiik a kopasz
fejbort, majd lidokainnal helyi érzéstelenitést végeztiink a fejbdron és a hallgjaratokban
egyarant, ezt kovetden sztereotaxias késziilekbe helyeztiik az 4llatokat. A fejbort felnyitottuk és
1ismét lidokainos érzéstelenitést alkalmaztunk. A kotdszovetet €s a periosteumot eltavolitottuk
a koponyarol, majd egy szintbe hoztuk a bregmat () és a lambdat (A). A DA vizsgalatahoz a
VS-be (B-t6l szdmitva AP +1,00 mm; ML -1,25 mm; a kéregt6l szdmitva DV -4,00 mm) és a
PFC-be (15°-0s szogben B-tol szamitva AP +1,94 mm; ML +0,86 mm; a kéregtdl szdmitva DV
-1,97 mm) DA bioszenzort expresszald adeno-asszocialt virust (AAV9-hSyn-DA4.4-DA2m)
injektaltunk (Nanoject III Programmable Nanoliter Injector, Drummond Scientific, Broomall,
Pennsylvania, Amerikai Egyesiilt Allamok). Az ACh, NE és 5-HT vizsgalatdhoz a BLA-ba (B-
tol szamitva AP -1,20 mm; ML -3,00 mm; a kéregtdl szamitva DV -3,70 mm) és a PFC-be (B3-

15




tol szdmitva AP +1,76 mm; ML +0,30 mm; a kéregtdl szamitva DV -2,10 mm) ACh/NE/5-HT
bioszenzort expresszald adeno-asszocialt virust (AAV9-hSyn-Ach-3.0, AAV9-hSyn-GRAB-
NEIm, AAV9-hSyn-GRAB-5HT1.0) injektaltunk. Mind a négy szenzor esetében teriiletenként
300-300 nl virust injektaltunk. Ezt kdvetden optikai szalakat (400 um) iiltettiink be az emlitett
teriiletek folé, amelyeket Super Bond C&B-vel (Sun Medical Ltd., Japan) és fogorvosi
cementtel rogzitettiink. Ezen kiviil egy titdnium tartot és egy kis miianyag csovet is rogzitettiink,
melyek a fej befogasadhoz sziikségesek a tanulas soran. A posztoperativ fajdalom csillapitashoz
buprenorphine-t (0,1 mg/kg) adtunk be intraperitonealisan. Az allatok pavlovi kondicionalason
alapulo tanitdsat a gyogyuldsi és a virus expresszios id6 lejartaval kezdtiik meg, amely

kortlbeliil négy hét.

4.3. Pavlovi kondicionalason alapul6 tanitas

A tanitds egy pavlovi kondiciondldson alapulé hangdetekcids feladatban tortént,
melyhez az egereket a fejiikon 1évo titanium tartd segitségével a kisérleti berendezéshez
rogzitettiik (3. abra A és B). A kisérleteinkhez az egerek viz korlatozottak voltak, amely azt
jelenti, hogy nem ad libitum allt rendelkezésiikre viz, hanem minden nap kaptak kb. 1 ml
mennyiséget. Ez nem jart jelentdsebb testtomeg csokkenéssel, illetve segitette a hangdetekcios
feladat elsajatitasat, amelyben a viz jelentette a jutalmat. Az egerek egy nyaldsmérd csébol
kaptak vizet (3. abra B), nyalasaikat egy infravords szenzor-emitter érzékelte.

A viselkedés kisérletek méréseihez a Bpod Viselkedés Kontroll Rendszert (Sanworks
LLC., Amerikai Egyesiilt Allamok) hasznaltuk, amely segitségével tranzisztor-tranzisztor
logika (TTL) szignalok generalasanak felhasznélasaval a méréseket szinkronizaltuk az allatok
viselkedésével.

A pavlovi kondiciondlason alapuld feladat soran a CS-t hangok jelentették. Két
kiilonboz6 frekvenciaja hangot alkalmaztunk: egy 4 és egy 10 kHz-est. Az egyik hang 50%-
ban jutalmat, mig a masik mindig kihagyast kodolt, ezek voltak az US-ek. Allatonként
valtoztattuk, hogy melyik hang melyik kimenetelhez tartozott. A jutalom 6 pl 10%-o0s
szachar6zos vizcsepp volt. Egy tréning nagyjabol 120 probabol allt, melyek kozt mindig volt
egy 5-30 s kozott valtozo ideig tartd probak kozti intervallum. Ezt kovette a 2 s-os stimulus,
mely a két hang valamelyike volt. A hangot egy 800-1200 ms kozott valtozo idétartamt
késleltetés kovette. Ezutan érkezett az US-ek egyike, amely az egyik frekvencidju hang
esetében lehetett jutalom vagy kihagyas, a masik esetében pedig kihagyas. Ezt kovette minden
esetben egy 10 s-os jutalom utani intervallum, mely arra szolgal, hogy ha kapott jutalmat az

allat, azt ez 1d6 alatt el tudta fogyasztani. A proba végét egy nyaldsmentes intervallum zarta,
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mely 1,5 s, innen addig nem tudott tovabb 1épni az egér, amig nem hagyta abba a nyalast (3.
abra C).

A tanulési folyamat soran 3 fazisban tanultak az allatok napi egyszer. A teljes kisérletet
akkor fejezték be, ha az utolsé fazisban 15 napot tanultak legalabb. A tanulds megkezdése elott
5 napig kézhez szoktattuk az allatokat, ezutan kertiltek be eldszor a kisérleti berendezésbe.
Elészor csak 15 percig helyeztiik be dket, a fejbefogashoz valé habituacié érdekében, ekkor
még minden alkalommal kapott az allat jutalmat, ha megnyalta a csovet. Ezt kovetden keriiltek
be a hangdetekcids protokoll elsd fazisdba, mely sordan 40 percig csak egy frekvenciaji hangot
hallottak, amely 100%-ban jutalmat kédolt. Addig maradtak ebben a 1épésben, amig nem
tanultdk meg, hogy a hang jutalmat jelent szdmukra, tehat amikor mér a stimulus alatt
megkezdték a varakozo nyaldst (anticipatory licking: AL). Ha ez megtortént, tovabb Iéptek a
masodik fazisba, amely sordn mar a méasodik hangot is prezentaltuk az 4llatnak. A kordbban
leirtaknak megfelelden, amely az elsé 1épésben a jutalmat jelentette, az tovabbra is 100%-ban
igy maradt, a masik hang pedig 100%-ban kihagyést kodolt szdmukra. Ebben a 1épésben is 40
percet toltottek az allatok. Akkor léphettek tovabb, ha megtanultak elkiiloniteni a két CS
jelentését. Az utolso fazisban mar egy o6ran at tanultak, ekkor a jutalmat kodol6 hang csak az
esetek 50%-ban jelentett jutalmat, a tovabbi 50%-ban kihagyas kovetkezett utdna. Az ingerek

véletlenszertien generalt sorrendben kovették egymast.
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3. abra: A Kkisérleti elrendezés és a protokoll
(A) A mérésekhez ¢és a fej rogzitéséhez sziikséges implantatum (B) A kisérleti elrendezés sematikus abraja (C) A

tanitasi protokoll, amely egy tanitas alatt tobbszdr ismétlodik

4.4. Szaloptikas fotometria

A viselkedés kisérletek mellett szaloptikas fotometriai méréseket is végeztiink a tanulas
soran. A mérésekhez a fentebb leirt mdodon injektaltuk a vizsgdlni kivant agyteriiletekre a
bioszenzort expresszaldo AAV-ket. Az altalunk hasznalt bioszenzorok mind olyan modositott G-
fehérje kapcsolt receptorok, amelyekhez DA szenzor esetén a DA, az ACh szenzor esetén az
ACh, az NE szenzor esetén az NE és az 5-HT szenzor esetén az 5-HT nagy affinitassal kotodik,
de ezutan a szignalizacios kaszkad sor nem indul el a sejtben. Az igy modositott G-fehérje
kapcsolt receptorokhoz egy fluoreszcens fehérjét kapcsolnak, mely leggyakrabban zdld
fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein: GFP). Az altalunk hasznalt bioszenzorok
esetében a neuromodulator bekotése utan létrejové konformécio valtozds kovetkeztében a
fluoreszcencia intenzitdsa megnovekszik (4. abra). Ezt a valtozast tudjuk mérni a korabban mar
emlitett optikai szalak segitségével, melyeken keresztiil meg tudjuk vilagitani a bioszenzorokat,

hogy a fluoreszcencia valtozast mérni lehessen az alap fluoreszcencidhoz képest.

Bioszenzor
receptor B¥C _° receptor dﬂ

Gyenge Erés
fluoreszcencia fluoreszcencia

@ neuromodulator

4. abra: A bioszenzorok miikodési elve
A neuromodulator bekotése utan a receptor konformacidja megvaltozik, ami a fluoreszcencia fokozodasat

eredményezi [51]

A méréshez a Doric Lenses 2-site Rendszert (Doric Lenses Inc, Kanada) hasznaltuk,
amely lehet6vé tette, hogy két agyteriiletrdl is tudtunk fluoreszcens jelet mérni egy id6ben. A
megvilagitas a rendszeren keresztiil LED fénnyel tortént, amely gerjeszti a bioszenzort, amelyre
valaszul az sajat jelet bocsat ki. A rendszer egy 465 ¢és egy 405 nm hullamhosszasagu LED-et
vezérel. A 465 nm-es jel az adott neuromodulator felszabadulasaval korrelal, ezt normalizaltuk

a kontroll 405 nm-es izozbesztikus jellel, ami lehetdvé tette az agyszovet mozgasabol szdrmazo

18



mitermékek kiszlirését. Ennek hattérmechanizmuséaban az all, hogy az adott neuromodulator
van. Azt a hullamhosszt, amelyen azonos mértékben nyelnek el (tehat, ami a gerjesztési
spektrumuk metszéspontja), izozbesztikus pontnak nevezziik. Ha az izozbesztikus pontnak
megfeleld hullamhosszi gerjesztést alkalmazunk (itt 405 nm), akkor a mért fluoreszcens jel
fiiggetlen attdl, hogy van-e kotott neuromodulétor. Az igy kapott jel alkalmas arra, hogy a
neuromodulator dependens jelbdl (465 nm) kivonva a felszabadulassal aranyos jelet kapjunk
[51].

A fluoreszcencia valtozds (AF) mértékének kiszamitdsdhoz a neuromodulétor
felszabadulastol fiiggd szenzorral mért, 465 nm-es jel, és az erre linearisan illesztett, 405 nm-
es izozbesztikus jel kozotti kiillonbségét vettiik. Ezutan szdzalékos fluoreszcencia-ndvekedést

az alabbi modon szamoltuk ki:

AF 465 nm jel — illesztett 405 nm jel 100
I *
F illesztett 405 nm jel

5. abra: Szazalékos fluoreszcencia valtozas

4.5, Statisztikai elemzés

A viselkedés kisérletek €és a szdloptikds mérések elemzését egyarant egyedi MatLab
fiiggvényekkel végeztiik. Paros t-probaval vagy Wilcoxon-féle eldjeles rangprobaval teszteltiik
a jutalom jelenlétének vagy hidnyanak hatdsat az allatok viselkedésére és a fotometriai
mérésekre nézve. Shapiro-Wilk probat alkalmaztunk a normalitds vizsgalatra. Pearson
korrelacioval vizsgaltuk az dsszefliggést a fotometriai mérések és varakozo nyalasok kozt. Azt
definidltuk szignifikansnak, amikor p < 0,05. A fotometriai mérések atlagolt gorbéin a standard

hibat jeloltiik.

4.6. Hisztolégia

A viselkedési kisérletek végeztével a megfeleld injektdlds ¢és optikai szal
behelyezésének ellendrzésére az agyat feldolgoztuk szovettanilag. Az allatokat
transzkardialisan perfundaltuk, melyhez intraperitonedlisan altattuk Oket ketamin-xilazin
keverékkel. A perfiizié soran a sziven keresztiil &tmostuk az allat érrendszerét eldszor 0,9%-o0s
fiziologias sdoldattal a vér eltavolitasadhoz, majd 4%-os paraformaldehiddel (PFA) is a szovetek
tartositasdhoz. Ezutdn az agy kivételre keriilt, majd 4%-os PFA-ban posztfixaltuk [52].

Nagyjabol 1 nap elteltével a virus injektalas koordinataitol fliggden a megfeleld agyteriiletek
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metszésre keriiltek vibratdommal (Leica VTI1200S, Leica, Németorszag), és 50 pm-es
metszeteket készitettiink. Kivalasztottuk a megfeleld metszeteket, amelyeken a vizsgélt
agyteriiletek megtalalhatoak voltak, illetve lathatd volt az optikai szal helye, ezek kertltek
festésre. E10szOr natrium-foszfat pufferrel (phosphate buffer: PB) mostuk at 6ket haromszor 10
percen at, majd trisz-pufferelt sdoldattal (tris-buffered saline: TBS) szintén haromszor 10
percen at. A kovetkezd 1épésben blokkoltuk a metszeteket az aspecifikus kotddés elkeriilése
érdekében. A blokkolas soran 1%-o0s human szérumalbumin (HSA) és 0,1%-0s TRITON-X-100
keverékébe helyeztiik ket egy orara. A TRITON-X-100-ra a metszetek permeabilizalasahoz
volt sziikség. Végiil a primer antitest metszetekre torténd rdhelyezése tortént 48 Orara,
jelenesetben ez anti-GFP fehérje (ThermoFisher Scientific, A10262, Amerikai Egyesiilt
Allamok) 1:2000 higitasban. A két nap elteltével eldszor haromszor 15 percig TBS-ben
atmostuk a metszeteket, majd rékeriilt a szekunder antitest a metszetekre, amely Goat Anti-
Chicken (ThermoFisher Scientific, A-11039, Amerikai Egyesiilt Allamok) 1:1000 higitasban.
A kovetkez6 nap ismét atmostuk kétszer 10 percen at TBS-sel, majd PB-vel. Ezutan rakeriilt a
4' 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) festék, amely a sejtmagokat festi 1:10000 higitdsban. Mikor
végeztiink a festéssel ismét atmostuk a metszeteket PB-vel haromszor 10 percen at. Ezt
kovetden targylemezre keriiltek Aqua-poly/Mount (Polysciences Inc., 18606-20, Amerikai
Egyesiilt Allamok) fed6anyaggal. Végezetiil pedig Panoramic MIDI Slidescannerrel
(3DHISTECH Kft., Budapest, Magyarorszag) beszkenneltilk a metszeteket és ellendriztiik
(SlideViewer, 3DHISTECH Kft., Budapest, Magyarorszag), hogy megfeleld helyre tortént-e a

virus injektalasa €s az optikai szalak behelyezése.
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5. EREDMENYEK

5.1. Az allatok viselkedési eredménye pavlovi kondicionalas soran

Kisérleteink sordn az allatok viselkedését a stimulus altal kivaltott AL valtozasadnak
fliggvényében vizsgaltuk. A 6. A nyalési raszter abran egy kisérleti nap Osszes viselkedési
probdja lathatd proba tipusok szerint felosztva. Lathatd, hogy az allatok a stimulus és a
késleltetés alatt megnovekedett szamu AL-lel valaszolnak a jutalmat jelz6 hang esetén, mig a
kihagyast jelz6 hang esetén nem, ez lathat6 a csoport atlagon is (6. abra B). Az allatok
viselkedését az adott probakat megeldz6 probak tipusa szerint vizsgalva azt talaltuk, hogy a
jutalmazott probak utan megnétt az AL szama a rakovetkezo jutalmat kodolo hang alatt (6. dbra
C). Kisérleteink soran tehat elmondhato, hogy az egerek viselkedésének megvaltozasa kovette
az RPE valtozasat. A 6. D abrén is jol lathato, hogy varakozé nyalési rata (anticipatory licking
rate: ALR) frissiilése a RPE-nek megfelelden alakult, azaz jutalmazott probak utan névekedett
a nyaldsi rata, jutalmazatlanok utan pedig csokkent (-0,54 + 0,31 darab nyalas vs. 0,26 + 0,30
darab nyalas; delta positive conditon stimuli omission (dCSPO) max vs. delta positive condition

stimuli reward (dCSPR) max).
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6. abra. abra Viselkedés kisérletek eredménye

(A) Reprezentativ abra egy egér egy napi teljesitményérol. Az abra felsd részén az allat egyediilalldo nyalasai
latszanak a két hang esetében. Az alsod részen pedig az atlagolt nyaldsai lathatok. (B) Az allatok varakozo
nyalasainak atlagolt gorbéje. (C) Az allatok varakozo nyalasainak atlagolt gorbéje jutalmazott proba alatt. A szin
kodolas itt a probat megel6z6 proba tipusat jeloli. (D) A varakozo nyalasi rata kiilonbsége a megel6z6 proba nyalasi
ratajahoz képest (Paros t-proba p***<0,001).

Roviditések: CS-O: negative conditioned stimuli-omission = negativ feltételes inger-kihagyas, CS+O: positive
conditioned stimuli-omission = pozitiv feltételes inger-kihagyas, CS+R: positive conditioned stimuli-reward =

pozitiv feltételes inger-jutalom

5.2. A dopamin felszabadulas mérésének fotometriai eredménye a pavlovi kondicionalas

soran

A pavlovi kondicionalas soran kialakult asszociacid eredményeképp a jutalmat jelzd
hang esetében ndvekedett a fluoreszcencia intenzitas, vagyis a DA felszabadulas a stimulus
alatt, mind a PFC-ben, mind pedig a VS-ben (7. abra A és B). Itt is megvizsgaltuk, hogy milyen
hatassal volt az aktualis probat megel6z6é proba kimenetele a kdvetkezd proba stimulus alatt
mérhetd DA felszabaduldsara. A jutalmazott probak utan nétt a fluoreszcencia valtozas, vagyis
a DA felszabadulas mértéke a rakovetkezd jutalmat kodold hangot tartalmazé probédk esetében
a stimulus alatt (7. dbra C és D). A jutalmazatlan probak utan, a kovetkezd jutalmat kodolod
proba alatt csokkent a fluoreszcencia valtozas mértéke a stimulus alatt (7. abra C és D). A
dopamin vélasz megerdsitésen alapulo frissiilése mindkét agyteriilet esetében megfigyelhetd
volt a fluoreszcencia valtozds maximumaban (7. dbra E és F) (PFC: -0,02 + 0,02 ms vs. 0,02 £
0,02 ms; dCSPO max vs. dCSPR max, VS: -0,04 + 0,04 ms vs. 0,06 = 0,06 ms; dCSPO max
vs. dCSPR max). A VS-ben mind e mellett a fluoreszcencia valtozas idétartaméban is lathato
volt ez a valtozas 50%-os (-16,11 = 7,71 ms vs. 13,37 + 5,29 ms; dCSPO dur vs. dCSPR dur)
¢és 70%-os amplitudonal (-15,57 + 19,23 ms vs. 14,57 + 11,24 ms; dCSPO dur vs. dCSPR dur)
is egyarant (7. dbra H és J). Ezzel szemben a PFC-ben a fluoreszcencia valtozas idétartama nem
kovette az RPE frissiilését szignifikdnsan (7. dbra G és I) (50%: -6,92 + 15,08 ms vs. 3,44 +
6,05 ms; dCSPO dur vs. dCSPR dur; 70%: -1,43 £ 5,37 ms vs. 3,57 = 4,27 ms; dCSPO dur vs.
dCSPR dur). A 100%-ban kihagyast kodolé hang esetén nem tortént szignifikans valtozas a
fluoreszcens jelben a kezdeti alapvonalhoz képest egyik agyteriileten sem (7. dbra A és B).
Tovabba, a PFC-ben és a VS-ben egyarant pozitivan korrelalt a fluoreszcencia valtozas €s az
ALR valtozasa (7. abra K). Az 7. L &bran a két vizsgalt agyteriilet fluoreszcens képe lathato.
Megtigyelhetd rajtuk az optikai szalak helye, illetve zolddel az expresszalodott DA szenzor.
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7. abra: A dopamin fotometriai méréseinek eredménye

(A) A fotometriai mérések atlagolt gorbéje a prefrontalis kéregben (prefrontal cortex: PFC). (B) A fotometriai
mérések atlagolt gorbéje a ventralis striatumban (VS). (C) A fotometriai mérések atlagolt gorbéje a PFC-ben
jutalmazott proba alatt. A szin kodolas itt a probat megel6zo proba tipusat jeldli. (D) A fotometriai mérések atlagolt
gorbéje a VS-ban jutalmazott proba alatt. A szin kodolas itt a probat megel6z6 proba tipusat jeloli. (E) A dopamin
fluoreszcencia valtozas maximumanak kiilonbsége a PFC-ben az azt megel6z6 proba fluoreszeencia valtozasahoz
képest. (F) A dopamin fluoreszcencia valtozds maximumanak kiilonbsége a VS-ban az azt megel6z6 proba
fluoreszcencia valtozasdhoz képest. (G) A dopamin fluoreszcencia valtozds idOtartamanak kiillonbsége 50%
amplitadénal a PFC-ben az azt megel6z06 proba fluoreszcencia valtozasahoz képest. (H) A dopamin fluoreszcencia
valtozas iddtartamanak kiilonbsége 50% amplitidonal a VS-ban az azt megeléz6 proba fluoreszcencia
valtozasahoz képest. (I) A dopamin fluoreszcencia valtozas idétartamanak kiilonbsége 70% amplitidonal a PFC-
ben az azt megel6z6 proba fluoreszcencia valtozasahoz képest. (J) A dopamin fluoreszcencia valtozas
iddtartamanak kiilonbsége 70% amplitidonal a VS-ban az azt megel6zd proba fluoreszcencia valtozasahoz képest.

(K) A fluoreszcencia valtozas és a nyalasi rata korrelacios egyiitthatdinak eloszlasa agyteriiletenként (L) A virus
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injektalas, illetve az optikai szal helye a PFC-ben és a VS-ban. (Paros t-proba p*<0,05; Wilcoxon-féle eldjeles
rangproba p*<0,05; Pearson korrelacié p*<0,05)

Roviditések: CS-O: negative conditioned stimuli-omission = negativ feltételes inger-kihagyas, CS+O: positive
conditioned stimuli-omission = pozitiv feltételes inger-kihagyas, CS+R: positive conditioned stimuli-reward =
pozitiv feltételes inger-jutalom. PFC: prefrontal cortex = prefrontalis kéreg, VS: ventralis striatum. DAPI: 4',6-

diamidino-2-fenilindol, GFP: green fluorescent protein = z5ld fluoreszcens fehérje

5.3. Az acetilkolin felszabadulas mérésének fotometriai eredménye a pavlovi

kondicionalas soran

Mindkét inger hatdsara ndvekedett a fluoreszcencia valtozas az ACh esetében a stimulus
alatt a PFC-ben és a BLA-ban egyarant (8. abra A és B). A probat megeldz6 proba tipusa egyik
agyteriileten sem befolyasolta a rakovetkezd proba stimulus alatt mért fluoreszcencia valtozas
maximumat (8. abra C, D, E és F) (PFC: -0,005 + 0,02 ms vs. -0,002 + 0,01 ms; dCSPO max
vs. dCSPR max; BLA: -0,004 &+ 0,08 ms vs. -0,007 + 0,01 ms; dCSPO max vs. dCSPR max).
A fluoreszcencia valtozast 50%-os amplitidonal vizsgalva sem volt a frissiilés megfigyelhetd
egyik vizsgalt, agyteriileten sem (8. abra G és H) (PFC: -0,27 £+ 3,89 ms vs. 0,267 + 1,52 ms;
dCSPO dur vs. dCSPR dur; BLA: -1,48 + 4,52 ms vs. -1,09 &+ 3,36 ms; dCSPO dur vs. dCSPR
dur). Ezzel szemben 70%-os amplitidonal szignifikans volt a kiilonbség a fluoreszcencia
valtozas iddtartamaban (8. abra I és J) (PFC: -1,34 £ 2,27 ms vs. 2,02 £ 2,12 ms; dCSPO dur
vs. dCSPR dur; BLA: -2,82 4+ 2,62 ms vs. 0,90 &+ 2,08 ms; dCSPO dur vs. dCSPR dur). Mind a
frontalis kérgi, mind a mélyagyi teriileten jutalmazott probak utan novekedett az idétartam, mig
kihagyott jutalmak utdn csokkent. A két agyteriilet fluoreszcencia véltozasa és az ALR
valtozasa kozott nem volt megfigyelhetd egyértelmi irdnyu korrelacio (8. abra K). A 8. L abran
a két vizsgalt agyteriilet fluoreszcens képe lathatd. Megfigyelhetd rajtuk az optikai szalak helye,

illetve zolddel az expresszalodott ACh szenzor.
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8. abra: Az acetilkolin fotometriai méréseinek eredménye

(A) A fotometriai mérések atlagolt gérbéje a prefrontalis kéregben (prefrontal cortex: PFC). (B) A fotometriai
mérések atlagolt gorbéje a bazolateralis amigdalaban (BLA). (C) A fotometriai mérések atlagolt gorbéje a PFC-
ben jutalmazott proba alatt. A szin kddolas itt a probat megel6z6 proba tipusat jeloli. (D) A fotometriai mérések
atlagolt gorbéje a BLA-ban jutalmazott proba alatt. A szin kodolas itt a probat megel6z6 proba tipusat jeloli. (E)
Az acetilkolin fluoreszcencia valtozas maximumanak kiilonbsége a PFC-ben az azt megel6z6 proba fluoreszcencia
valtozasahoz képest. (F) Az acetilkolin fluoreszcencia valtozas maximumanak kiilénbsége a BLA-ban az azt
megel6z6 proba fluoreszcencia valtozasahoz képest. (G) Az acetilkolin fluoreszcencia valtozas idétartamanak
kiilonbsége 50% amplitudonal a PFC-ben az azt megel6z6 proba fluoreszcencia valtozasahoz képest. (H) Az
acetilkolin fluoreszcencia valtozas idétartamanak kiilonbsége 50% amplitidonal a BLA-ban az azt megel6z06 proba
fluoreszcencia valtozasahoz képest. (I) Az acetilkolin fluoreszcencia valtozas id6tartaménak kiilonbsége 70%

amplitaidénal a PFC-ben az azt megeldzé proba fluoreszcencia valtozasahoz képest. (J) Az acetilkolin
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fluoreszcencia valtozas id6étartamanak kiilonbsége 70% amplitidénal a BLA-ban az azt megelézé proba
fluoreszcencia valtozasdhoz képest. (K) A fluoreszcencia valtozas és a nyalasi rata korrelacids egytitthatdinak
eloszlasa agyteriiletenként (L) A virus injektalas, illetve az optikai szal helye a PFC-ben és a BLA-ban. (Paros t-
proba p*<0,05; Pearson-korrelacio p*<0,05)

Roviditések: CS-O: negative conditioned stimuli-omission = negativ feltételes inger-kihagyas, CS+O: positive
conditioned stimuli-omission = pozitiv feltételes inger-kihagyas, CS+R: positive conditioned stimuli-reward =
pozitiv feltételes inger-jutalom. PFC: prefrontal cortex = prefrontalis kéreg, BLA: bazolateralis amigdala. DAPI:

4',6-diamidino-2-fenilindol, GFP: green fluorescent protein = zdld fluoreszcens fehérje

5.4. A noradrenalin felszabadulas mérésének fotometriai eredménye a pavlovi

kondicionalas soran

Hasonl6an az ACh-hoz, mindkét inger hatdsdra novekedett a fluoreszcencia valtozas,
vagyis a NE felszabadulédsa a stimulus alatt a PFC-ben és a BLA-ban egyarant (9. abra A és B).
A NE felszabadulast az adott probakat megel6z0 probak tipusa szerint vizsgalva azt talaltuk,
hogy a PFC-ben a jutalmazott probak utan csokkent a rakovetkezo jutalmat kodold hang alatt a
NE szenzorok fluoreszcencia valtozasdnak maximuma, vagyis az NE felszabadulas mértéke,
mig a jutalmazatlan prébak utdn nétt a fluoreszcencia véltozds maximuma (9. dbra C és E)
(0,007 £ 0,017 ms vs. -0,012 £0,020 ms; dCSPO max vs. dCSPR max). A BLA-ban nem volt
szignifikans kiilonbség a fluoreszcencia valtozas maximumaban a két kimenetel kozott (9. dbra
D és F) (-0,003 £ 0,009 ms vs. -0,001 & 0,008 ms; dCSPO max vs. dCSPR max). Az idGtartam
50%-o0s amplitiddjara nem volt hatassal egyik agyteriileten sem az el6zd proba tipusa (9. abra
G ¢és H) (PFC: 3,92 + 8,68 ms vs -3,74 4,07 ms; dCSPO dur vs. dCSPR dur; BLA: -6.,8 £
13,49 ms vs. 4,14 £ 5,57 ms; dCSPO dur vs. dCSPR dur). 70%-0s amplitiddonal a PFC-ben nem
volt megfigyelhetd szignifikans valtozas (9. abra 1) (4,59 + 11,02 ms vs -1,44 = 7,11 ms; dCSPO
dur vs. dCSPR dur). A BLA-ban azonban az ACh-hoz hasonléan megfigyelhet6é volt az RPE
frissiilése szerinti fluoreszcencia iddtartam valtozas (9. abra J) (7,59 £ 7,86 ms vs 5,35 £ 4,28
ms; dCSPO dur vs. dCSPR dur). A jutalmazott probdk utin ndvekedett az iddtartam,
jutalmazatlan probak utan pedig csokkent. A PFC-ben negativ, a BLA-ban leginkabb pozitiv
korrelaciot figyeltiink meg a fluoreszcencia valtozas és az ALR valtozasa kozott (9. dbra K). A
9. L 4bréan a két vizsgalt agyteriilet fluoreszcens képe lathatd. Megtfigyelhetd rajtuk az optikai

szélak helye, illetve zolddel az expresszalodott NE szenzor.
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9. dbra: A noradrenalin fotometriai méréseinek eredménye

(A) A fotometriai mérések atlagolt gorbéje a prefrontalis kéregben (prefrontal cortex: PFC). (B) A fotometriai
mérések atlagolt gorbéje a bazolateralis amigdalaban (BLA). (C) A fotometriai mérések atlagolt gorbéje a PFC-
ben jutalmazott proba alatt. A szin kodolas itt a probat megeléz6 proba tipusat jeldli. (D) A fotometriai mérések
atlagolt gorbéje a BLA-ban jutalmazott proba alatt. A szin kodolas itt a probat megel6z6 proba tipusat jeloli. (E)
A noradrenalin fluoreszcencia valtozds maximumdanak kiilonbsége a PFC-ben az azt megel6z6 proba
fluoreszcencia valtozasahoz képest. (F) A noradrenalin fluoreszcencia véltozas maximumanak kiilonbsége a BLA -
ban az azt megel6z6 proba fluoreszcencia valtozasahoz képest. (G) A noradrenalin fluoreszcencia valtozas
id6tartamanak kiilonbsége 50% amplitidonal a PFC-ben az azt megel6z6 proba fluoreszcencia valtozasahoz
képest. (H) A noradrenalin fluoreszcencia valtozas idGtartamanak kiilonbsége 50% amplitidonal a BLA-ban az
azt megel6z0 proba fluoreszcencia valtozasahoz képest. (I) A noradrenalin fluoreszcencia valtozas idétartamanak
kiilonbsége 70% amplitidonal a PFC-ben az azt megel6z6 proba fluoreszcencia valtozasahoz képest. (J) A

noradrenalin fluoreszcencia valtozas idétartamanak kiilonbsége 70% amplituidonal a BLA-ban az azt megel6z6
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préba fluoreszcencia valtozasdhoz képest. (K) A fluoreszcencia valtozas és a nyaldsi rata korrelacids
egylitthatdinak eloszlasa agyteriiletenként. (L) A virus injektalas, illetve az optikai szal helye a PFC-ben és a BLA-
ban. (Paros t-proba p*<0,05; Pearson korrelacié p*<0,05)

Roviditések: CS-O: negative conditioned stimuli-omission = negativ feltételes inger-kihagyas, CS+O: positive
conditioned stimuli-omission = pozitiv feltételes inger-kihagyas, CS+R: positive conditioned stimuli-reward =
pozitiv feltételes inger-jutalom. PFC: prefrontal cortex = prefrontalis kéreg, BLA: bazolateralis amigdala. DAPI:

4',6-diamidino-2-fenilindol, GFP: green fluorescent protein = zdld fluoreszcens fehérje

5.5. A szerotonin felszabadulds mérésének fotometriai eredménye a pavlovi

kondicionalas soran

Az 5-HT szintén mindkét CS esetében megndvekedett fluoreszcencia valtozassal
valaszolt a vizsgalt agyteriileteken (10. dbra A ¢és B). A jutalmat kodolé hang utani
kimenetelekre a két agyteriileten kiilonb6z6 valasz volt megfigyelhetd (10. abra C és D). A
PFC-ben a NE-hez hasonléan az RPE-vel ellentétes frissiilés volt megfigyelhetd a
fluoreszcencia valtozas maximumaban (10. dbra E), a jutalmazott probak utan csdkkent, mig
kihagyott jutalmak utdn ndvekedett a maximum (0,003 + 0,002 ms vs. -0,001 + 0,002 ms;
dCSPO max vs. dCSPR max). Ezzel szemben a BLA-ban nem volt a két kimenetelnek hatasa
a fluoreszcencia maximumara (10. abra F) (0,002 £ 0,008 ms vs. -0,002 + 0,005 ms; dCSPO
max vs. dCSPR max). A fluoreszcencia valtozas amplitudojat vizsgalva 50%-nal a PFC-ben
nem volt hatdsa a probat megel6z6 probanak (10. abra G) (-4,44 + 20,29 ms vs. -5,89 + 8,49
ms; dCSPO dur vs. dCSPR dur). A BLA-ban azonban megfigyelhetd volt az RPE-nek megfeleld
frissiilés, jutalmazott probak utan nétt, jutalmazatlanok utan pedig csokkent az idétartam (10.
abra H) (-2,07 = 5,57 ms vs. 8,05 £ 5,46 ms; dCSPO dur vs. dCSPR dur). A probak kimenetele
egyik agyteriileten sem volt hatassal a fluoreszcencia valtozasara 70%-os amplitudonal (10.
abra I és J) (PFC: 0,79 £ 14,08 ms vs. 3,89 £ 8,57 ms; dCSPO dur vs. dCSPR dur; BLA: -1,14
+ 6,90 ms vs. 3,17 + 3,31 ms; dCSPO dur vs. dCSPR). A PFC fluoreszcencia valtozésa és az
ALR véltozasa kozott nem volt megfigyelhetd korrelacid, ezzel szemben a BLA-ban
szignifikans pozitiv korrelacio volt megfigyelhetd. (10. abra K). A 10. L abran a két vizsgalt
agyteriilet fluoreszcens képe lathatd. Megfigyelhetd rajtuk az optikai szalak helye, illetve

zolddel az expresszalodott 5-HT szenzor.
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10. abra: A szerotonin fotometriai méréseinek eredménye

(A) A fotometriai mérések atlagolt gorbéje a prefrontalis kéregben (prefrontal cortex: PFC). (B) A fotometriai
mérések atlagolt gorbéje a bazolateralis amigdalaban (BLA). (C) A fotometriai mérések atlagolt gorbéje a PFC-
ben jutalmazott proba alatt. A szin kodolas itt a probat megel6z6 proba tipusat jeldli. (D) A fotometriai mérések
atlagolt gorbéje a BLA-ban jutalmazott proba alatt. A szin kodolas itt a probat megel6z6 proba tipusat jeloli. (E)
A szerotonin fluoreszcencia valtozas maximumanak kiilonbsége a PFC-ben az azt megel6zo proba fluoreszcencia
valtozasahoz képest. (F) A szerotonin fluoreszcencia valtozds maximumanak kiilonbsége a BLA-ban az azt
megel6z0 proba fluoreszcencia valtozasahoz képest. (G) A szerotonin fluoreszcencia valtozéas iddtartamanak
kiilonbsége 50% amplitidonal a PFC-ben az azt megel6z6 proba fluoreszcencia valtozasahoz képest. (H) A
szerotonin fluoreszcencia valtozas idotartamanak kiilonbsége 50% amplituadonal a BLA-ban az azt megel6z06 proba
fluoreszcencia valtozasdhoz képest. (I) A szerotonin fluoreszcencia valtozas idétartamanak kiillonbsége 70%
amplitadonal a PFC-ben az azt megel6z6 proba fluoreszcencia valtozasahoz képest. (J) A szerotonin

fluoreszcencia valtozas iddtartaméanak kiilonbsége 70% amplitidondl a BLA-ban az azt megeléz6 proba
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fluoreszcencia valtozasdhoz képest. (K) A fluoreszcencia valtozas és a nyalasi rata korrelacids egytitthatdinak
eloszlasa agyteriiletenként. (L) A virus injektalas, illetve az optikai szal helye a PFC-ben és a BLA-ban. (Paros t-
proba p*<0,05; Pearson korrelacio p*<0,05)

Roviditések: CS-O: negative conditioned stimuli-omission = negativ feltételes inger-kihagyas, CS+O: positive
conditioned stimuli-omission = pozitiv feltételes inger-kihagyas, CS+R: positive conditioned stimuli-reward =
pozitiv feltételes inger-jutalom. PFC: prefrontal cortex = prefrontalis kéreg, BLA: bazolateralis amigdala. DAPI:

4',6-diamidino-2-fenilindol, GFP: green fluorescent protein = zdld fluoreszcens fehérje
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6. KOVETKEZTETESEK

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a vartnak megfelelden az AL-ben
bekovetkezd valtozasok onmagukban jelzik az RPE valtozésait asszociativ tanulas soran,
amellyel korrelal a dopaminerg rendszer aktivitasa nem csak a striatalis, de a frontalis kérgi
célpontok esetében is. Ez alapjan elmondhatd, hogy a DA felszabadulasa reprezentalja az
allatok viselkedését. Tehat mindkét agyteriileten +RPE esetében nétt a DA felszabadulés és az
ALR is, -RPE esetében pedig csokkent a felszabadulas és az ALR is.

A kolinerg rendszer a DA-hoz hasonl6 probankénti frissiilést mutatott a felszabadulas
iddtartamara nézve mind a mélyagyi és a frontalis kérgi vizsgalt agyteriileteken is. Jutalmazott
probak utan novekedett az ACh felszabadulas idétartama, mig jutalmazatlan probak utan
csokkent.

Meglepd modon a noradrenerg rendszer az RPE-vel ellentétes felszabadulast mutatott a
PFC-ben, és szignifikans negativ korrelaciot figyelhettiink meg az NE felszabadulas és az ALR
kozott. Ez azt jelenti, hogy +RPE esetében az ALR a vartnak megfelelden nétt, az NE
felszabadulas azonban csokkent, -RPE estén pedig az ALR csokkent, az NE felszabadulas pedig
nétt. A BLA esetében kovette az RPE valtozasait a fluoreszcens jel valtozasa, jutalmazott
probak utan novekedett a valtozas iddtartama, kihagyott jutalmak utan pedig csokkent, mellyel
pozitivan korrelalt ALR valtozésa is.

A szerotonerg rendszer esetében a NE-hez hasonld frissiilés volt megfigyelhetd. A
frontalis kérgi teriileten tehat ellentétes frissiilést lathattunk, mig a mélyagyi teriileten a
felszabadulas kovette a RPE frissiilését. Tovabba a BLA-ban pozitiv korrelacio volt
megfigyelhetd a szerotonin felszabadulasa és az ALR kozt.

Kutatdsunk Namboodiri és munkatarsai cikkébdl indult, melyben az orbitofrontalis
kéreg (orbitofrontal cortex: OFC) neuronjainak kapcsolatat vizsgaltak az RPE-vel. Azt talaltak,
hogy ezeknek a neuronoknak az atlagos jutalom valasza jelzi a relativ jelentdségét a jutalomnak.
Ugyanis +RPE utan az OFC neuronjainak aktivitasa nott az AL-el egylittesen, -RPE utan pedig
ezek a mért értékek csokkentek. Ez a kutatds €s a miénk is erdsiti igy azt a hipotézist, hogy a
PFC részt vesz a tanulasi paraméterek kodoldséban és szabalyozasdban [53].

A striatalis DA és az RPE kapcsolatat mar régota ismerjiik, hiszen korabbi kutatasok is
igazoltak mar, hogy a DA felszabadulas koveti az RPE valtozasait [47]. Kordbban bizonyitottak,
hogy a PFC-nek az értékalapti dontéshozatalban széles korli szerepe van, részt vesz az elérhetd
jutalmak kozti érték kiilonbség Osszehasonlitasaban és magat a dontéshozatali folyamatot

iranyitja [54]. Eredményeink szintén ezt bizonyitjak, tehat nem csak a VS-nek van szerepe az
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RPE-k kédolasdban, hanem a PFC-nek is. Eddig azonban az nem volt tisztazott, hogy az RPE
frissiilése milyen id6skalan torténik meg, kisérleteink alapjan elmondhatjuk, hogy a DA
mindkét vizsgalt agyteriileten probankénti frissiilést mutat.

Az ACh esetében kutatocsoportunk korabban mar igazolta, hogy kdveti az RPE
valtozasait [55], eddig azonban szintén tisztazatlan volt, hogy ez a frissiilés tanuldsi naponként
vagy probanként figyelhetd meg. Eredményeink alatamasztjak, hogy az ACh a DA-hoz
hasonldan probankénti frissiilést mutat.

A NE szerepe a tanulasban és a figyelemben, ugyan bizonyitott [56], de még nem
vizsgaltak a kapcsolatat a RPE-vel. A PFC-beli ellentétes frissiilésének egyik lehetséges oka,
hogy a DA-val ellentétes a felszabadulédsa [57]. Egy masik lehetséges oka az lehet, hogy egy
fajta figyelem fenntartd jelként szolgél, amikor az allat szamara megvaltozik a stimulus értéke
[58]. Ezt értelmezhetjiik Gigyis, hogy egy ,.reset gombként” miikodik, amely megszakitja a
folyamatban 1évé informéaciofeldolgozast, és igy gatolja a korabban felhalmozott tudas
felhasznalasat az 0j lehetdségek feltarasa érdekében [59, 60].

A PFC-ben lehetséges, hogy a kihagyott jutalmak utdni megndvekedett szerotonin
felszabadulas az 4allat tiirelmének fenntartdsat szolgalja, hiszen tudja, hogy valamikor fog
jutalmat kapni, csak azt nem, hogy pontosan mikor [61]. Tovabba lehetséges, hogy a BLA-ban
az 5-HT a DA-val egyiittesen iranyitja a tanulast az RPE pozitiv kodolasaval, mig a PFC-ben a
jutalom hianya okozta DA hidny miatt megnovekedett aktivitassal kodolja a -RPE-t [62].

Eredményeink bizonyitjak, hogy mind a négy neuromodulatornak fontos szerepe van a
tanulasban. Jo kiindulédsi alapot biztositanak tovabbi kutatasok alapjaul, példaul tanitasi
protokollunk alkalmas lehet neurodegenerativ betegségek vizsgalatara, hiszen lehetséges, hogy
a demencia soran az altalunk vizsgélt mechanizmusok is sériilnek. A neuromoduléatorok
egylittes hatdsanak megértése hasznos lehet az AD és a PD pontosabb megértésében, illetve
ujabb gyogyszer célpontok keresésében [63]. Ez kiemelkedd fontossagu ugyanis a népesség
eloregedésének novekedése vildgszerte noveli a kronikus degenerativ betegségek, a kdzponti

idegrendszeri karosodasok és a demenciak eléfordulasat [64].
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7. OSSZEFOGLALAS

Az RPE a tényleges ¢és a vart jutalom kozotti kiilonbség. Kimutattdk, hogy a DA
felszabadulasa a VS-ben az RPE-t koveti klasszikus kondiciondlds sordn. Azonban a DA
felszabadulasa a PFC-ben sokkal kevésbé tanulmanyozott. Mar bizonyitottak, hogy a BFCN-k
fontos szerepet jatszanak asszociativ tanulas soran a jovobeli kimeneteleket eldrejelzd ingerek
feldolgozasadban. Kordbban mar igazoltdk, hogy az NE felszabadulasa koveti a veszély
eldrejelzési hiba modelljét, a RPE-vel valo kapcsolatat azonban még nem vizsgaltak. Az 5-HT-
t az eldjel nélkiili RPE-k kodoléasaval hoztadk a korabbiakban 0sszefiiggésbe. Célul tliztiik ki a
DA, ACh, NE és 5-HT szerepének vizsgalatat az asszociativ tanulasban, €s felszabadulasuk
Osszefiiggésének vizsgalatat az RPE-vel.

Kisérleteink soran egereket tanitottunk egy pavlovi kondiciondldson alapuld
hangdetekcios feladatra 50%-os jutalmazasi protokollal, amely soran két hang jelentette a CS-
t, az egyik hang 100%-ban kihagyast, azaz jutalmazatlan probat, a masik 50%-ban kihagyast és
50%-ban jutalmat kédolt. Mindekozben a DA, ACh, NE és 5-HT felszabadulast szaloptikas
fotometriaval mértiik. Szimultan mértiik a DA felszabadulast a PFC-bol és VS-bdl, illetve az
ACh/NE/5-HT felszabadulast a PFC-bdl és a BLA-bol. A viselkedésbeli valtozast az egerek
stimulus alatti AL aktivitdsan keresztiil vizsgaltuk.

Ahogy az varhat6 volt az AL-k szdma csokkent a kihagyott jutalmak utdn, de ndvekedett
ajutalmazott probak utan. A DA felszabadulds nem csak a VS-ben, hanem a PFC-ben is hasonl6
mintat kovetett. Ezenkiviil szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk a DA felszabadulasa és az
ALR kiilonbsége kozott mind a VS, mind a PFC esetében. Az ACh a DA-hoz hasonloan
probankeénti frissiilést mutatott mindkét vizsgalt agyteriileten. Az NE felszabadulas a BLA-ban
a DA-hoz hasonld véltozast kovetett, a PFC-ben azonban a jutalmazott probak utan csokkent,
a kihagyott jutalmak utan pedig nétt. Tovabba a PFC-ben negativ, a BLA-ban leginkabb pozitiv
korrelaciot figyeltink meg az NE felszabadulas és a ALR valtozésa kozott. AZ S5-HT
felszabadulasa az NE-hez hasonl6an a BLA-ban és a PFC-ben ellentétes frissiilést mutatott.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az AL-ben bekovetkezd valtozasok
onmagukban jelzik az RPE valtozasait asszociativ tanulds sordn, amellyel korreldl a
dopaminerg rendszer aktivitdsa mind a striatalis, mind a frontalis kérgi célpontok esetében. A
kolinerg rendszer is koveti az RPE probankénti valtozasait. A noradrenerg €s a szerotonerg
rendszer a BLA-ban kovette asz RPE-t, mig a varttal ellentétben a PFC iranyaba az RPE-vel

ellentétes aktivitast mutatott.
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