Beszamolo

Bevezetés:

Az agy egyik kulcsfontossagu struktiraja abazalis amygdala (BA), mely fontos szerepet
tolt be az emberi érzelmek és viselkedések szabalyozisdban. Mas agyteriiletekkel &sszehango It
mikodése révén alapvetd szerepet jatszik az érzelmi ingerek felismeréseben, melynek
megfeleléen eldsegiti a fenyegetésre vagy jutalomra mutatott valaszok kialakitasat. Amai napig
nem teljesen tisztazott, hogy az amygdalan belil miként zajlik a negativ vagy poztiv értékkel
bird informaciok neuronalis kodolasa, illtve a magasabbrendli prefiontalis kérgi teriiletek
mikkddését hogyan szabalyozzak az amygdalabol érkezé informaciok.

A BA-n belilli informaciok neuronalis kodolasaban feltehetéen fontos szerepet toltenek
be a be-es kimend kapcsolataik, illtve genetikai, neurokémiai markereik alapjan definia It
idegsejtek populacios aktivitdsa. Habar a BA-ban megtalalhatd gitld interneuronok
funkcionalis diverzitasa jol ismert, az amygdala serkentd O sejtjenek heterogenitasara eddig
foként morfologiai megfigyelések szolgaltattak alapot. A transzgenikus egereken alapulo
technikak sz€leskori elterjedése mara mar lehetévé teszi, hogy genetikai alapon azonositott
idegsejtcsoportokat szelektiven vizsgalhassunk az egyes agyteriileteken.

A tamogatott id6szak soran Dr. Hajos Norbert bloomingtoni laboratoriumaban a BA-
ban lokalizalodo arhgef-6 transzkripcios faktort kifejezd idegsejtek szerepet vizsgaltam.
Megfigyeléseink szerint az arhgef-6 kifejezodése a BA-n beliil egy anteriorabban elhelyezked6
sejttipusra  korlatozodik, melyek kimenete nem fed at a posteriorabban elhelyezkedd arhgef-6
negativ. BA idegsejtekével, tehat feltehetden funkciondlis diverzitds is megfigyelhetd a két
sejtpopulacid kozott. Anterior BA legfobb kiemeneti k6zE tartozik a dorzmedialis striatum
(DMS) és medialis prefrontalis kéreg (MPFC). Ezen agypalyak funkcionalis szerep még nem
tisztazott, de az mar bizonyitott, hogy fontos szerepiik van az emocionalis feldolgozasban.
Hipotézisiink szerint a fenti palyak dontd szerepet jatszanak a kockazatos vagy kétes
korilmények kozott hozott dontési folyamatok modulacidjaban.

Eredmények :

A BA kiterjedt reciprok kapcsolatban all a medialis prefrontalis kéreggel (mPFC),
amely alapvetd szerepet jatszik a kulcsingerek és a fenyegetések érzékelésében, illetve az
ezekhez tarsuld memoria nyomok kialakitasaban, igy alapvetd szerepet jatszik a viselkedési
valaszok  szervezében. Bloomingtonban valé kiérkezésemkor belekapcsolodtam egy
kisérletsorozatba, amely hogy BA-DMS palya szerepét vizsgilta aktiv elkeriilési paradigma

soran interszekcionalis viralis metodussal arhgef-6 egerekben. Mivel a megérkezése mtd1



kezdve még 1.5 honapig nem folytathattam virus beadasokat a kiilonb6z6 online képzések és
allathazi engedélyek megszerzéséig ¢és allatkisérletes képzések elvégzéséig, igy a fenti BA-
DMS palya kisérleti kiértékelésével foglalkoztam. Az aktiv elkeriilés paradigma soran az
allatok meg kell tanuljak, hogy egy bizonyos stimulus prezenticiojakor a kisérleti apparatus
egylk kompartmentjéb6l a masikba kell atmenjenek, azért, hogy elkeriiliek az artalmas
labsokkot (1. abra A). Egy TELC (tetanus light chain) nevezeti viralis eljaras révén a DMS-be
vetitO BA axonok preszinaptikus vezikula felszabadulasat gatoltuk. Az analizis felfedte azt,
hogy nem volt szignifikdns kiilonbség az egyes tesztnapok soran a stimulusra adott menekiilési

arany (1. abra B) és menekiilési latencidban (1. abra C) a gatolt és a kontroll csoportok kozott.
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1. dbra BA-DMS pdlya gatlasa nem befolydsolja az aktiv elkeriilést.

A fenti negativ eredmény egy dontési pontot jelentettek a kutatdsi tervben folytatott kisérletek
kivitelezésében.  Ugyanis az aktiv  elkerlilési  paradigmaban  kapott eredmények
megkérddjelezték a tervezetben megnevezett BA-DMS palya optogenetikia gatlasara iranyul
kisérletek kivitelezését. Ezért Dr. Hajos Norberttel konzultalva a kisérletei itt két tovabbi
ranyba agaztak szét. Az elsé soran arhgef-6 egerekben a BA-mPFC palya TELC medialta
gatlasdnak a hatasat vizsgaltam szorongasszerli viselkedésben, illetve a velesziiletett félelmi
reakciok kifejezésében. A masik irdny az eredeti terveknek megfeleléen a BA-mPFC pélyara
fokuszalt a kockazatos vagy kétes korlimények kozott hozott dontési folyamatok
vizsgalataban.

Eredményeim szerint a BA-mPFC palya idegsejtjeninek TELC medialta gatlasa nem
befolyasolta az egerek szorongasszerli viselkedését sem az emelt keresztpallo tesztben (2. abra
A B, C), sem a nyilt tér tesztben (2. abra D, E, F). A BA gatlasa viszont szignifikdnsan

csokkentette az allatok emelt keresztpallon megfigyelhetd kockazatfelmerd viselkedésével



toltott idot. Ezek fényében tgy tiinik, hogy az mPFC-be vetitd anterior BA neuron populacid
gatlisa nem dontd a szorongdsszeri magatartds moduldcidjaban, de implikalt a kornyezeti

kihivasokra adott valaszok integralasban.
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2. abra A BA-mPFC palya gatlasa nem befolydsolja a szorongdsszerii magatartast.

A ragadozoszag elkeriilés tesztben egy tesztdoboz egyik sarkaba 2-methil-tiazolint (1
ul, szintetikus rokaszag) cseppentettiink kupakba helyezett szirdpapirral. BA szemben a
ragadozoszag elkeriilés tesztben nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget a rokaszagra
mutatott félelmi vélasz (dermedéssel toltott idd), illetve a rokaszag elkeriilése utald
paraméterekben (szag zonaban, illetve elkeriilési zonaban tolt6tt id6, belépesi frekvencia) a

gatolt és a kontroll csoportok kozott.
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3. abra A BA-mPFC palya gatlasa nem befolyasolja a velesziiletett félelmi reakciot.

A bloomingtoni kutatasaim masik f0 rdnya a kockdzatos vagy kétes korilmények
kozott hozott dontési folyamatok neurobiologiai hatterére fokuszalt. Az mPFC-ben lokalizaclo
parvalbumin tartalmi interneuronok (PV) donté szerepet jatszanak a felelmi valaszok

szabdlyozdsaban ¢&s a bloomingtoni labor anatomiai eléeredményei szerint slirQi inputot kapnak



a BA-bol. Az méar tudott, hogy az averziv stimulushoz kotott félelmi valaszokban a ledermedést
modulaljak, de az nem feltérképezett, hogy a szelektiven a BA-bol beidegzést kapd PV
neuronpopulaci6 miként jarul hozzd a kockézatos vagy kétes koriilmények kozott adott
viselkedési valaszok szervezéséhez. A kisérletek soran bilateralisa virus injektalasok révén
fejeztem ki az interszekcionalis viruskonstrukciokat PV-Cre egerek BA-jaban (pEFla-DIO-
FLPo-WPRE-hGHpA) ¢és mPFC-jében (AAV-hsyn-fDIO-hm4d(gi)-mcherry vagy pAAV-
Efla-fDIO EYFP). Ez a kisérleti elrendezés lehetévé tette a BA altal innervalt mPFC PV sejtek
kemogenetikai gatlasat. A kisérleteket a megérkezésem utdn csak 3 honappal tudtam elkezdeni,
mivel a megkozelités-elkeriilés konfliktus doboz Gsszeszerelése (4. abra) tovabb tartott a

tervezettnél, mert az egyes komponensek tobb hetes késéssel érkeztek meg.
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4. dbra Megkozelités-elkeriilés viselkedési konfliktus doboz. Bal oldalt pillanatkép lathato egy nyers
videofelvételbdl, mig jobb oldalt a kiilonbozé dontést helyzetekhez tartozo mozgasi aktivitas szofiveres detekcioja.

Az Osszeszerelt teszt dobozt lehetdové tette a komplex fény és hangingerekhez kotott
tanulas ¢és dontéshozatal vizsgalatat. Az egerek citromsavas vizet kaptak a tartd dobozuk
itatdjabol, ami ndvelte a motivacidjukat a teszt dobozban vald vizivasra. A teszt soran egy
hangjelzés elsd 10 masodpercében az egérnek dontést kellett hoznia, hogy tobb vizet szerez és
ezzel megkockaztatia, hogy a kovetkez6 10 masodpercben elektromos labsokkot kap
(kockézatos valasztas) vagy kimenekiil egy platformra ezzel elkeriilve az elektromos labsokkot
(biztonsagos valasztds). Ebben a paradigmdban a hang prezenticijatol szamolt els6 10
masodperc szamit a megfontolasi/dontési fazisnak, amikor is egy motivacids konfliktus soran
az allatnak valasztani kellett akozott, hogy csokkenti a szomjat egy kellemetlen inger
kockaztatasaval vagy pedig a biztonsagos platformra menekiil. A betanitds periodusa alatt a
szomjaztatott egerek megtanultak, hogy juthatnak vizhez egy itatd nyilasbol, majd hogy hogyan
keriiliék el a labsokkot a platformra menekiilés révén. A kondicionadlashoz egy 20 masodperces
hang jelet alkalmaztam, amely egyiitt végzodott egy lampa felvillanasaval, amely az itato
nyilasnal villant fel. Az eredmények értékelésekkor a dontési idéablak alatti (hangtol szamito tt



els6 10 masodperc), kockazatos valasztasok alatti ¢és biztonsagos valasztasok alatti
idéintervallumokat analizaltam (4. bra jobb oldal). Eredményeim szerint a BA-bol beidegzett
mPFC PV neuronok gatldsa szelektiven megndvelte az itatondl toltott idot a leginkabb
kockazatosnak szamitd periddusban a kontroll csoporthoz képest (5. abra). Az elkeriilési
frekvencidkban  nem  mutatkozott  szignifikans  kiilonbség  egykk  tanulmanyozott
idéintervallumban sem. Ezek alapjan ugy tlinkk, hogy a BA azmPFC PV neuronokon keresztiil

befolyassal bir a kockazatos dontések eldsegitésében.

Nincs hang, nincs fény Hang Hang és fény
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5. abra A BA dltal beidegzett mPFC PV neuronok gatlasa noveli a kockazatos viselkedési valaszokkal téltott idot.

A bloomingotni munka soran lehetéségem volt beletanulni az in vitro elektrofiziologiai
mérések kivitelezésében. Megtanultam a méréoldatok és preparatum eldkészitést, és a sejtre
valdo patchelést (gigaseal) és az alapvetd elméleti tudnivalokat. A tanuldsi folyamat

meglehetésen hosszira nyult. Sajnos a rendelkezésre alld idébe mar nem fért bele a tervezett in

vitro kisérletek elvégzése.
Osszegzés:

Bloomingotni kutatdomunkam fokuszaban az anterior BA neuronjainak ¢és a BA-DMS, illetve
BA-mPFC palydk vizsgalata alit kiilonb6z6 viselkedési paradigmikban. A BA-DMS pélya
gatlasanak nem volt hatdsa az aktiv elkeriilés viselkedési paradigmaban. A BA-mPFC palya
gatlaisa nem befolyasolta a szorongdsszerii és a velesziletett felelmi reakciok megjelenését.
Eredményeim ravilagitottak, hogy azok az mPFC-ben taldlhat6 PV tartalmi neuronoknak a
gatlasa, amelyek a BA-bol kapnak szelektiv beidegzést megnovelik a kockazatos viselkedési
valaszok id6tartamat. A fentiek mellett alapfoku jartassagot Szereztem az in Vvitro

elektrofiziologiai modszer alkalmazasaban.



