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1. Bevezetés

Az agykéreg egyik feltételezett funkcioja, hogy Osszetett
modelleket hoz 1étre a kiilvilagrol, amelyek segitségével képes
elére jelezni a jovobeli eseményeket. Ezek a modellek olyan
informaciokat is tartalmazhatnak, amelyek az ¢l6lények
¢letkilatasait befolyasold események hatdsaira vonatkoznak. E
folyamat pontos bioldgiai mechanizmusai jelentsége ellenére
még nem tisztazottak. Kiilonbozé kérgi teriileteken végzett
vizsgalatok arra utalnak, hogy a wvasoaktiv intesztindlis
polipeptidet (VIP) tartalmazd interneuronok szubkortikalis
eredetli, megerdsitéssel kapcsolatos jelzéseket kaphatnak. A
kérgi mikroaramkorokben a  VIP  interneuronok mas
interneuronokat ~ gatolnak,  ezaltal  felszabaditjdk a
piramissejteket az dket érd gatlas alol. E sajatos miikodésiik, a
szenzoros feldolgozasban betoltott szereplik mellett, kiilondsen
alkalmassa teszi Oket a kérgi plaszticitas szabalyozasara. Ennek
révén hozzajarulhatnak 1) emléknyomok kialakitasahoz,
valamint a kiilvilagrol alkotott belsé modellek sziikség szerinti

modositasdhoz.



2. Célkituzések

A meger0sitéssel kapcsolatos jelzések eldfordulasa egyfajta
globalis tanitd jelként szolgéalhat, eldsegitve az eldrejelzd
ingerek ¢és a megerdsités kozotti asszociacid kialakuldsat. Bar
VIP interneuronok aktivitdsa megerdsitést kovetden mas
agyteriileteken — példaul a hippocampusban ¢és a medialis
prefrontédlis kéregben jutalom utan, illetve az amygdalaban
biintetéssel Osszefiiggésben — mar kimutattadk mas sejttipusokkal
egylitt, ezek a megfigyelések jol illeszkednek az adott teriiletek
funkcionélis profiljdhoz. Ezzel szemben a primer latd- és
$Zomatoszenzoros kéregben nem figyeltek meg
aktivitasnovekedést jutalmat kovetden, ami kérdéseket vet fel a
globalis tanitd jel meglétét illetden. Ezért célul tliztem ki e
kérdés mélyebb vizsgalatat, valamint annak feltarasat, hogy
milyen tényezdk befolyasoljak a megerdsitéshez kapcsoldodod

jelatvitelt ezekben a kérgi teriiletekben.



3. Modszerek

3.1. Kétfoton mikroszkopia

A képalkotast lehetové tévo miitéthez az allatokat fentanil,
midazolam és medetomidin kombinaciojaval altattuk, majd
sztereotaxidas  keretbe  rogzitettiik. = Koponyamegnyitast
(kraniotomiat) végeztiink, amelyet kovetden feddlemezeket
helyeztink az agy felszinére, és egy fém fejrogzitd rudat
fogorvosi cementtel segitségével rogzitettiink. A mitétet
kovetden az allatokat ébresztettiik, €¢s Ringer-laktat oldattal
lattuk el Oket a kiszaradas megeldzése érdekében. Az
indikatorfehérje, a GCaMP6f genetikai kodjat tartalmazo
virusvektort tivegkapillarison keresztiil juttattuk az agyba 10-20
nl/s sebességgel.

A képalkotasi rendszerhez egy sajat fejlesztésti mikroszkdop
rendszert, amelyet 920 nm-en mikodé MaiTai HP vagy
Coherent Chameleon Ultra II 1ézerek egészitettek ki. Kvadrans
detektorok és motoros tiikkrok stabilizaltak a 1ézer utvonalat, mig
akusztikai-optikai deflektorok irdnyitottdk a nyaldbot a 3D
szkenneléshez. A ritkasan elhelyezkedd interneuronpopulaciok
leképezéséhez egy tobb, mint fél kobmilliméteres térfogaton

beliili rétegfelvételeket (689 pum x 639 um x 580 um)

3



rogzitettliink, 10 vagy 20 um rétegvastagsagonként. A képeket
hattéradatként taroltuk, majd megjeloltik a mérendd sejtek
pozicidit. A szkenneléshez egy 10-20 pm-es tartomanyt
jeloltiink ki minden egyes sejtkozéppont kortl, 0,5-1 pixel/um
felbontassal (3D sakktabla szkennelés). A szkenner ezek kozott
a pontok illetve kis teriiletek kozott ,,ugrott”, azaz a kijeldlést
ezaltal sejteket nem tartalmazé térrészleteket atugrotta, amely
Iényegesen gyorsabb volt, és jobb jel-zaj aranyt eredményezett,
mint mas szkennelési modok. A 3D sakktabla szkennelés
lehetdvé tette akar 120 sejt aktivitdsdnak rogzitését 27,8 Hz-en
a teljes, 689 um x 639 pm x 580 um térfogatban. A térfogaton
beliili pont-pont szkennelés ehhez a célhoz tul lassu lett volna,
ami jol szemlélteti a 3D sakktabla szkennelés hatékonysagat az

1n vivo viselkedéses mérések soran.

3.2. Magatartasi feladatok

»G0/NoGo” hallason alapul6 diszkriminacios feladat

Az egerektdl a beszoktatas eldtti napon az ivovizet megvontuk.
A beszoktatas soran fokozatosan ndvekedett az az idotartam,
amelyet az allatoknak a kisérleti kornyezetben el kellett
tolteniiik (1, 5, majd 10 perc), €s minden periddus utan pipettan

keresztiil vizetkaptak. A betanitas soran az egerek egy 5 kHz-es



hangingerre valaszul a nyelviikkel megérintették a vizado csovet
a hang utan 1-3 masodpercen beliil, amiért 5 pl vizjutalom jart
(talalat — Hit). Ha nem reagéltak a hangra (kihagyas, Miss), nem
kaptak jutalmat. Egy masik hanginger (0,5 kHz) esetén, ha az
egér nyalt (téves riasztas — False Alarm, FA), enyhe 1égfuvallatot
kapott biintetésként, mig ha nem reagalt (helyes elutasitas —
Correct Rejection, CR), nem tortént semmilyen kovetkezmény.
A Dbeszoktatasi lkalmak 100-200 probat tartalmaztak, a
protokollokat Matlab vezérelte. A hangokat PulsePal
segitségével generaltuk, és Logitech hangszérokon keresztiil

juttattuk el az allatokhoz.

Pavlovi detekcios feladat

Ebben a paradigmaban az egerek kétféle hangingerrel
talalkoztak: emelkedd (,,A” jelzdinger) ¢és csokkend
frekvenciaju sipoléssal (,,B” jelzéinger). Az ,,A” jelzdinger utan
2 masodperccel az esetek 80%-aban vizjutalom kdvetkezett, mig
a ,,B” jelzéinger nem jart semmilyen kdvetkezménnyel. Ezen
kiviil az esetek 20%-aban jutalom érkezett elézetes jelzdinger

nélkiil. Ebben a feladatban nem alkalmaztunk biintetést.



4. Eredmények

4.1 Ritkasan elhelyezkedo interneuron populaciok mérése

A VIP interneuronok a kérgi gatlo sejtek 10—15%-at teszik ki,
ritkdn elhelyezkedd sejtek, kis sejttesttel, ami miatt az
elektrofizioldgiai moddszerek nem bizonyultak megfelelonek
vizsgalatukhoz. Ennek athidalasara képfelbontasos, kétfoton-
mikroszkopiat alkalmaztunk, a 3D sakk-tdbla szkennelési
moddal kiegészitve, amely 170-szeres sebességndvekedést és
15-sz0rds jel-zaj arany (SNR) javuldst eredményezett a
rezonans tiikoralapti rendszerekhez képest. Ez lehetové tette
akar 120 sejt egyidejii aktivitasanak mérését 27,8 Hz mintavételi
frekvenciaval, egy 689 pm % 639 pm x 580 um térfogatban. A
mozgasi miitermékeket utdlagosan korrigaltuk, hogy a kiemelt
pontossagu adatkinyerés biztositva legyen — ez kulcsfontossagu
volt vizsgélatunk céljai szempontjabol. Hasonlé moddszerrel
sikeresen  mértik PV interneuronok  részvételét a

hippokampuszban éles hullam kialakuldsa soran.



4.2 Az agykérgi VIP interneuronok aktivalédasa

megerdsités hatasara

A medialis parietalis kéregben (mPTA) a VIP interneuronok
eroteljes aktivacidot mutattak a jutalmazott (talalat — Hit) és a
biintetéssel jaro (téves riasztas — FA) probak sordn, mig alacsony
aktivitast a kihagyas (Miss) és a helyes elutasitas (CR) tipust
probakban. A PV interneuronok nem mutattak kovetkezetes
aktivaciot. A vizsgalatokat kiterjesztve a  motoros,
szomatoszenzoros és vizualis kéregre azt talaltuk, hogy a VIP
interneuronok 83—85%-a reagalt megerdsité eseményekre. Erds
korrelacié mutatkozott a jutalomra és a biintetésre adott valaszok
kozott. Egylittm{ikodd partnereink fotometridval hasonld
eredmeényeket talaltak a medialis prefrontalis kéregben (mPFC)

¢s az auditoros kéregben is.

4.3 A VIP interneuronok megerositésre adott valaszanak

heterogenitasa

Ebben a részben azt vizsgaltuk, hogy a VIP interneuronok
aktivitdsa hogyan valtozik kiilonbozd probdk soran, illetve
sejtszinten és kisérleti alkalmanként. A variabilitds mérésére a

variacios egyiitthatot (CV) hasznaltuk, és azt talaltuk, hogy az



egyedi kiilonbségek kisebbek voltak a megerdsitéshez
kapcsolodo probak (Hit, FA) esetén. Fékomponens-analizissel
(PCA) és k-means klaszterezéssel 6t funkcionalis sejtcsoportot
azonositottunk valaszmintazatuk alapjan. Ezek a sejtcsoportok
elsésorban a fluoreszcencia-goérbék megerdsitéshez képest késoi
szakaszai alapjan kiloniiltek el, és a kovetkezd tipusokra
oszthatok: ,,gyors”, ,késleltetett”, ,tartds”, ,bifazisos” ¢&s
»lassu”. Emellett eltéréseket talaltunk a sejttestek atmérdjében
is, ami aldtdmasztja azt a feltételezést, hogy a funkcionalis
csoportok anatomiailag is kiilonbozhetnek, ¢és eltéré VIP

sejttipusokat képviselhetnek.

4.4 A jutalmazas bekovetkezésére iranyulo varakozas

befolyasolja a VIP interneuronok aktivalodasat

Az éallatok ,,Go/NoGo” feladatban elért taldlati aranya
befolyasolta a jelzdingerekre adott sejtvalaszok nagysaganak
kisérleti alkalmak kozotti valtozékonysagat: magasabb talélati
arany er0sebb valaszokkal jart. A jutalom altal kivaltott aktivitas
a kisérleti alkalmak soran csokkent, kiilondsen azoknal az
allatoknal, amelyeknél a taldlati ardny meghaladta az 50%-ot,
azaz amelyek a feladatot megtanultdk. Az egyszeriibb pavlovi

feladatban az eldrejelzd ingerekre adott eldzetes nyalogatés



tanult asszociaciot jelzett. A prediktiv ingerek kivaltott aktivitas
erésebbek volt, mint magara a jutalomra adott neuralis valasz,
erOsitette —  hasonléan a  dopaminerg rendszerben

megfigyeltekhez.

4.5 A megerositéssel, altalanos agyi éberségi szinttel és
mozgassal Osszefiiggé aktivitas szétvalasztisa VIP

interneuronokban

A VIP interneuronok kozvetitenek informaciot a mozgasrol és
az ¢éberségi allapotrdl (arousal) is. Ennek elkiilonitésére a
megerdsitéstdl, mértiik az allatok futdsi sebességét és pupillajuk
tagassagat, mikozben a ,,Go/NoGo” feladatot végeztek. A VIP
interneuronok  aktivitdsa pozitiv korrelaciét mutatott a
pupilladtmérdvel: magas éberségi allapotban erdsebb valaszokat
figyeltiink meg. Hasonlé moduléci6 volt megfigyelheté mozgas
kozben is. A pupillaméret jelentds valtozasai ellenére a
fluoreszcenciajelek csak mérsékelten valtoztak, ami azt sugallja,
hogy a VIP interneuronok megerdsitésre adott valaszai nem
magyarazhatok pusztan az az agyi altalanos éberségi szintben

fellepd valtozasokkal.



Egy Altalanositott linedris modell a fluoreszcenciagdrbék
variancidjanak 18,8%-4at magyarazta. A leger0sebb magyarazé
valtozo a pupilladtmérd volt, ezt kdvette a jutalom, biintetés €s
mozgés. Ez alatamasztja, hogy a VIP interneuronok aktivitasat
az altalanos agyi éberségi szint és a mozgas onmagukban nem

magyarazzak meg.

4.6 A VIP interneuronok szerepe a lokalis szenzoros

feldolgozasban

Megvizsgaltuk, hogy a VIP interneuronok milyen szerepet
jatszanak a szenzoros feldolgozasban, ¢s hogyan viszonyul ez a
globalis megerdsitéshez kapcsolodo jelekhez. A ,,Go/NoGo”
feladat és vizualis ingerlés kombinacigjat alkalmaztuk, utobbit
enyhén altatott egerekben. A VIP interneuronok aktivalodtak
vizualis stimuléciora, azonban kisebb specifikussaggal, mint az
Osszehasonlitasul vett piramissejtek. A vizualis ingerekre adott
valaszok csak gyengén korreldltak a megerdsitésre adott
valaszokkal, és nem mutattak Osszefliggést az irany- vagy
orientacioszelektivitdssal. Ez arra wutal, hogy a VIP
interneuronok képesek a globalis megerdsitd jelek és a lokalis

szenzoros ingerek fliggetlen feldolgozasara.
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5. Kovetkeztetések

Ebben a munkiban bemutattam, hogy a megerdsitd jelzések
miként reprezentalddnak az agykéregben. A VIP interneuronok
egyfajta kapcsoloként miikodve kulcsszerepet jatszanak ebben a
folyamatban, és aktivaciojuk hozzajarul egy altalanos tanito jel
kialakitdsahoz, amely datmenetileg szabalyozza az 1j
emléknyomok kialakulasat €s azok ingerekkel valo tarsitasat. Ez
a jelatviteli mod eltér a mozgas altal kivaltott aktivaciotol, nem
befolyasolja a lokalis szenzoros feldolgozasban val6 részvételt,
¢s feltehetden tobbféle neuronaltipusban is megjelenik. A tanitd
jel hasonlésagot mutat a dopaminerg rendszerben leirtakkal,
azonban itt kizardlag pozitiv predikcios hibara utald jeleket
figyeltiink meg a VIP interneuronokban. Ez arra utal, hogy
megerdsitésalapu tanulas valdsulhat meg nem csak a kéreg alatti

tertileteken, hanem az agykéregben is.
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