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Roviditések jegyzéke

Acb: nucleus accumbens

AcbC: nucleus accumbens core

AcbSh: nucleus accumbens shell

ACe: az amygdala centralis magja

aCg: anterior cingularis kéreg

A-O: "action-outcome"

BSS: magatartasi jollakasi szekvencia ("behavioral satiety sequence")
BL: "before licking cluster”

BLA: az amygdala basolateralis magja

CMS: centrilis motivacids dllapot

CR: kondicionalt valasz

CRf: kondiciondlt megerdsités

CTA: kondiciondlt {zaverzi6

CS: kondicionalt inger ("conditioned stimulus")

CS+: jutalmazott CS

CS-: nem jutalmazott CS

DA: dopamin

ERN: hibézasi negativitds ("error related negativity")
LC: "licking cluster"

MD: thalamus mediodorsalis magja

mPFC: medialis prefrontalis kéreg

OFC: orbitofrontalis cortex

PETH: esemény koriili id6hisztogram ("perievent time histogram")
PFC: prefrontalis kéreg

PIT: pavlovi-instrumentélis transzfer

PL: prelimbicus kéreg

PSTH: peristimulus id6hisztogram ("peristimulus time histogram")
s.e.: az atlag standard hibdja

S-R: stimulus-valasz ("stimulus-response")

UR: feltétlen valasz ("unconditioned response")

US: nem kondiciondlt inger ("unconditioned stimulus")

VTA: ventralis tegmentalis area



Bevezetés

Az idegrendszer mukodésével kapcsolatban az egyik legfontosabb és legizgalmasabb
kérdéskor a tanulds. Konkrétan a kérdés az, hogy egy emlds egy adott szitudciéban mit tanul
meg, melyek azok az agyteriiletek, amelyek a tanulds bizonyos aspektusaiban szerepet
jatszanak, és hogyan mikddnek a neuronhdlézatok a tanulds sordn. Az itt bemutatott
disszertdcioban édes izli cukoroldattal, tdgabb értelemben a tapldlékkal jutalmazott motivalt
magatartassal foglalkozunk. Ugy a tanulds, mint a nem tanult, illetve mar megtanult

(kondiciondlt) magatartds sordn kozponti szerepet tolt be a motivécid.

A motivaciokutatas torténete

A motivdciokutatds psychologiai szakasza

Grastyan Endre a motivaciokutatds harom szakaszat kiilonitette el: a psychologiai, a
neurophysiologiai és incentiv szakaszokat (Grastydn, 1976). A psychologiai szakaszban, mely
az 1910-es évektdl a korai 1950-es évekig tartott, a motivaciét egy kozbeesd valtozonak
tekintették, mely a kutaté altal objektiv mdédon kontrolldlhaté és manipulédlhatd, példaul
tdplalékmegvondssal az éhség esetében. Ebben az iddben sokan a motivéciot az elvetett
0szton fogalmat helyettesitd kifejezésnek tekintették. Woodworth bemutatta, hogy ez nem igy
van: a motiviciét nem lehet az Osztonnel, vagy az egymdst kovetd reflexek ldncolataként
interpretdlni. A motivalt magatartds sokkal inkdbb flexibilis magatartdsi mintdzatok
szekvencidja, ezek egy cél érdekében egy koherens folyamatba szervezddnek: egy
vadaszkutya a préda iildozése sordn az aktudlis koriilményeknek megfeleléen rohan, ugrik,
uszik, akadalyokat keriil ki és a parzasra fogékony szukat figyelmen kiviil hagyja, €s csak
akkor all meg, ha céljat elérte (Woodworth, 1918).

Ebben a szakaszban jelentek meg a motivaci6 és megerdsités elsd nagy szisztematikus

elméletei. Ilyen Hull ,,drive”-redukciés elmélete (Hull, 1943) és a hatas torvénye (Thorndike,



1911). Mindkét elmélet empirikus szemszogbdl a mai napig érvényesnek tekinthetd. Példaul a
hatds torvénye sok esetben meggydzO0en magyardzza az instrumentdlis kondiciondlast. Az a
véilasz, amelyik "kielégitd" hatdshoz vezet, megerdsodik, vagyis egy vdlaszmegerdsitd
("action-outcome"; A-O) asszocidcid jon létre. Neurophysiologiai szempontbdl ezek az
elméletek azonban mér elavultak, vagyis nem sokat mondanak arrdl, hogy hogyan is mitkédik
valgjéban az idegrendszer.

A hatds torvényének megfogalmazdsatél kezdve, a vdlaszmegerdsités elve egyre
elfogadottabba valt, mint legfontosabb mechanizmus, amely a magatartds valtozasat

magyardzza a tanulds kovetkeztében (Skinner, 1938; Hull, 1943; Skinner, 1953).

A motivdciokutatds neurophysiologiai szakasza

A motiviciokutatds mdsodik szakasza a neurophysiologiai szakasz. Ez a diffiz
aktivicios elv megfogalmazdsdval vette kezdetét (Moruzzi és Magoun, 1949). Hebb
Osszefoglal6ja szerint (Hebb, 1955) "a motivicié egy motor nem egy kormany". Ez azt
jelentené, hogy a motivicié egy Onmagédban céltalan hajtéerd, aminek az irdnydt mds
mechanizmusok adjdk meg. A késdbbiekben latni fogjuk, hogy bizonyos kisérletek ezt az
elképzelést tdimasztjak ala (Grastyan, 1976), mds kisérletek cafoljak ezt (Bindra, 1968), ennek
egy lehetséges oka az, hogy a motivacidért felelds folyamatok nem egységesek (Wagner és

Brandon, 1989).

A motivdciokutatds incentiv szakasza

A motivicidkutatds harmadik szakasza az incentiv szakasz. Az 1950-es évektdl kezdve
egyre nagyobb jelentOséget nyert az incentiv-motivaciés elv (Mowrer, 1947; Hull, 1952;
Cofer, 1959). Elészér 1970 koriil vette at a vezetd szerepet, mint altaldnos incentiv-
motivacids elmélet (Bolles, 1967; Bindra, 1968; Appley, 1970; Bolles, 1972). Egyik jelentds
képviseldje Bindra. Koncepcidjanak kozéppontjdban a centrdlis motivacids dallapot &ll
("central motiv state"; CMS). A CMS-t az organizmikus éllapot és a kornyezeti ingerek
egyiittesen hozzdk létre. EIméletében elveti a kordbbi elképzelést, miszerint a tanulds lényege
a valasz megerdsitése. Szerinte a tanulas lényege a kondicionalt és nem kondicionalt incentiv
stimulusok kozotti kontingencia megtanuldsa. A nem kondiciondlt incentiv stimulusok
hatdsdra a kondiciondlt stimulusok incentiv értéket nyernek, és képesek lesznek a CMS-t

befolyéasolni az US-hez hasonldan.



Elmélete harom lényeges tulajdonsdggal rendelkezik, amelyek a korabbi elképzelésektdl
megkiilonboztetik. Eldszor is kiillonb6zé mechanizmusok befolydsoljadk a viszcerdlis
(nyalelvalasztas), a "tranzakciondlis" (consumptio), és "instrumentélis" (megkozelités, ez
valgjéban pavlovi CR) aktusokat, ezért ezek nem mindig kell, hogy 0sszhangban legyenek
egymdssal. Igy lehetséges bizonyos esetekben a fenti folyamatok disszocidciéja. A CMS
koncepci6 elveti azt az elképzelést, hogy a motivacié csak egy energizdlé folyamat (motor),
amely egy eldre szelektdlt folyamatot kikényszerit. A vdlasz szelekcié és motivacid
integracidjanak alapja, hogy a kornyezeti objektum (pl. taplalék), ami felé a valasz irdnyul,
azonos azzal az objektummal, ami a CMS létrehozdsdban részt vett, tehat a motivacidt és a
vélasz céljat ugyanaz az incentiv objektum hatdrozza meg. A harmadik tulajdonsag, hogy a
motiviacid6 nem a vdlasz kovetkezményeitdl (vdlaszmegerdsités) fiigg. A CMS-t az
organizmikus allapot és az incentiv viltozok hozzdk létre, ha egyszer 1étrejott egy "feed-
forward" mechanizmussal bizonyos kornyezeti ingerek azon képességét noveli, hogy veliik
kapcsolatos vélaszt védltanak ki, ezért az éllat inkdabb ezekkel a stimulusokkal kapcsolatban fog

cselekedni, mint mds stimulusokkal kapcsolatban.

A motivacio neuronalis szubsztratuma

A hypothalamus elektromos ingerlése

Az 1950-es években tobb, mddszerként a hypothalamus elektromos ingerlését hasznald
kisérlet ahhoz a kovetkeztetéshez vezetett, hogy a motivicié nem egyszerlien egy elméleti
folyamat, hanem van egy neurondlis szubsztratuma. Az egyik ilyen, alapvetd felfedezés az
elektromos oningerlés, Olds és Milner 4altal, akik hypothalamus motivaciéra gyakorolt hatdsat
vizsgaltdk patkdnyban (Olds és Milner, 1954). Ugyanebben az évben kimutattdk (Delgado és
mts., 1954), hogy a hypothalamus elektromos ingerlése negativ megerdsitd hatdssal is birhat.
Mindezekbdl a kisérletekbdl azt a kdvetkeztetést vontdk le, hogy a hypothalamus a motivaci6
kozpontja. Késobb latni fogjuk, hogy val6jaban a limbicus rendszer az a rendszer, amely a
motivaciot szabalyozza.

Grastyan tobb kisérletben tanulmanyozta a "kondiciondlt reflex" aktivacidjat (Grastyan
€s mts., 1956; Grastyan és mts., 1965a). A jelenség lényege, hogy a hypothalamus bizonyos
teriileteinek elektromos ingerlése kondiciondlt vélaszt valt ki a kondiciondlt inger jelenléte
nélkiil, vagy gatolja a kondiciondlt inger altal kivaltott kondicionalt vélaszt ("conditioned

response”: CR).



Egy kettds kondiciondlds utan, amikor a macskdnak a kondiciondlt inger ("conditioned
stimulus": CS) fiiggvényében a biztonsigos platformra kellett menekiilnie, vagy tapldlékhoz
jutott az etetdnél, a hypothalamus szdmos teriiletének ingerlése azonos ingerlési paraméterek
mellett is vagy az egyik, vagy a mdsik vdlaszt, a menekiilést, vagy a megkozelitést vltotta ki.
Nyilvdnvalé volt, hogy a vdlasz irdnydt a stimuldciét megel6zd kornyezeti ingerek
befolydsoltdk. Azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy a hypothalamus ingerlésével kivéltott
hatds megfelelt egy generalizdlt aspecifikus "drive"-nak. Ezzel ©Osszhangban Valenstein
kisérletében (Valenstein és mts., 1968) a hypothalamus ingerlése sordn, az ingerlés helyétol
fiiggetleniil, a patkdny fajspecifikus valaszokat mutatott, a pontos vdlaszt az hatdrozta meg,
hogy az adott kisérlet soran milyen "consummalhaté" objektumok voltak jelen. Grastyan
elképzelésével ellentétben mdasok az aktivdlé hatast specifikus "drive"-kozpontok
mukodésének tulajdonitottak (Konorski, 1967).

Grastyan szerint a kondiciondlt orienticid/explordcié is az aspecifikus motivacio
elméletet tdmasztja ald, mert nincs Osszefiiggésben a specifikus jutalmazé eseménnyel, amely
kivéltotta (Grastyan, 1976). A ,drive”’-nak van egy vélasz irdnyat meghatarozé hatdsa, ami
Grastydn definicidja szerint, unilateralis ingerlés sordn kontraverziv, vagy ipsziverziv
elforduléds. KésObb kimutattdk, hogy bilateralis ingerléssel a kontraverziv mozgds megfeleldje
az elére mozgds (megkozelités), mig az ipsziverziv mozgds megfeleléje a hitra mozgds
(Grastyan, 1976). igy értheté, hogy a kontraverziv mozgds pozitiv, jutalmazé motivéciéra
utal, mig az ipsziverziv mozgds negativ, averziv vagy biintetd motivacidra utal. A
hypothalamus ingerléssel kivéltott, motivicidt tiikr6z0 motoros vdlaszokat rendszeresen
feltind motoros "rebound" hatds kovette. Az utéhatdsok irdnya szignifikdns korrelaciot
mutatott a pozitiv, vagy negativ megerdsitd hatdssal. Abban az esetben, ha az utéhatis egy
kontraverziv motoros "rebound" hatds volt, egy stabil tanult megkozelitési valasz alakult ki
ahhoz a helyhez, ahol a "rebound" hatas volt. Ipsziverziv utéhatds esetében a hely elkeriilése
alakult ki. A fentiekben leirtakat az agyi lassi hulldmok regisztralasaval is kiegészitették.
Kimutattdk, hogy a kontra- és ipsziverziv direkt és utOhatidsok szigordan korreldlnak a
hippocampdlis theta-aktivitdssal (megkozelitési reakcid) és deszinkronizacidval (eltdvolodas)

(Grastyan és mts., 1965).

Motivdciot tiikrozo acusticus kivdltott potencidlok

A motiviacidban szerepet jitszd agyteriiletek mukddésével kapcsolatos elsd alapvetd

kovetkeztetéseket elektromos ingerlést haszndlé kisérletekbdl vontdk le, ami tavol &ll a



természetes szitudciotol, és félrevezetd lehet. Ezért Karmos kisérleteiben acusticus ingereket
alkalmazott és elemezte az acusticus kivaltott potencidlokat (Grastydn, 1976). Kisérletének
elsé szakaszdban kattogé hangra habitudlta a macskit. Ezutdn, a kattogd hang rendszeres
bemutatdsa kdzben, egy elkeriilési reakcidt épitett ki, melyben vizudlis ingerek szolgaltak
"cue"-ként vagy diszkriminativ stimulusként. A kattogds semmilyen Osszefiiggésben nem volt
a kondiciondldssal, ezért a kattogdssal Osszefiiggd kivéltott potencidlokban megjelend
véltozadsokat csak dltaldnos motivécids hatdsként lehetett értelmezni.

Egy masik kisérletben (Grastyan és Vereczkey, 1974) a kondiciondlt acusticus szignallal
Osszefiiggd kivéltott potencidlokat elemezték. A kisérlet sordn elkiilonitették egymadstdl a
kondicionalt acusticus szigndl felé iranyuld orientacids valaszt, és a taplalék megkozelitését,
illetve consumptiojat. Az orientaciés valasz megjelenése és fennmaraddsa szoros
Osszefiiggésben volt a kondicionalt acusticus szignallal Osszefiiggd kivaltott valasz
véltozdsaval. Az eredményben az a leginkabb meglepd, hogy az orientdciés valasszal
kapcsolatos véltozdsok azonosak azokkal, amelyek Karmos kisérletében a motivacid
véltozdsait tiikrozik.

Tehit, Karmos és Grastydn acusticus kivaltott potencidlt alkalmazé kisérleteivel
igazoltdk Grastydn kordbbi tisztdn elméleti feltételezését, miszerint a motivalt magatartds

szoros Osszefiiggésben van az orientdcids, explordcidés magatartassal.

A pavlovi és az instrumentalis kondicionalas elméleti alapjai

A disszertacioban leirt egyik kisérletiink sordn pavlovi kondiciondlast alkalmaztunk,
amelyik az alapvetd tanuldsi mechanizmusok tanulméanyozasara egyik leggyakrabban hasznalt
kisérleti eljards, ezért ennek elméleti alapjait az aldbbiakban részletesen ismertetjiilk. A
motivalt magatartds megértése érdekében foglalkozunk a madsik gyakori eljardssal is, az

instrumentalis kondicionalassal.

A pavlovi kondiciondlds

A pavlovi kondicionalds soran a kisérletez6, a kisérleti allat magatartasatdl fiiggetleniil,

a kornyezeti ingerek kozotti kontingencidkat rendezi el. Semmilyen eléfeltételezés nincs azzal
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kapcsolatban, hogy az allat mit is tanul meg val6jaban (forditva, pavlovi tanulds johet 1étre az
allatot érd kiillonbozo ingereknek megfeleléen az instrumentélis kondiciondlds sordn). Egy
kezdetben semleges koOrnyezeti ingert egy bioldgiailag relevdns feltétlen ingerrel
("unconditioned stimulus"; US) tarsitunk. Példdul egy csengbhangot taplalékkal (US)
tarsitunk, ami feltétlen valaszként ("unconditioned response”; UR) nyélelvalasztast valt ki. A
tarsitds kovetkeztében a semleges inger kondiciondlt ingerré ("conditioned stimuslus"; CS)
vélik és tdplalék jelenléte nélkiil is kivéltja a nydlelvalasztast ("conditioned response"; CR).
Pavlov magyardzata szerint asszociacié jon létre a CS és az US centrilis reprezenticija
kozott. Ezen tilmenden, a pavlovi kondiciondlds kovetkeztében tobb kiilonbozd asszociativ
reprezentacid is létrejohet. A kondiciondlds modern elméleteiben megfogalmazddott, hogy
ezek a killonbozo asszocidciok nem egy egységes folyamat kovetkezményei (Wagner és
Brandon, 1989).

A legegyszerlibb esetben direkt asszociacio johet 1étre a CS és az UR kozott, egy ilyen
inger-vélasz asszocidcié gyakran semmilyen informéciét nem hordoz az US-sel kapcsolatban.
Bér az S-R tanulas hasznos magatartast generalhat, nem flexibilis, a motivicié nem képes a
teljesitményt befolydsolni. Amennyiben egy dllat egy habitudlis vdlaszra (S-R)
taplalékjutalmat kap és a taplalék értéke megvdltozik (pl. tdplalékmérgezés), a magatartds
nem véltozik meg (Adams, 1982). Gyakran S-R tanulds jon l1étre instrumentalis szitudciéban
tdltrenirozds sordn. Az eleinte instrumentdlis valasz habitudlissa (S-R) vilik, és az
instrumentélis valasz érzéketlen lesz az A-O ("action-outcome") kontingencia leértékelésére,
vagyis a vdlasz valéjdban mar nem instrumentdlis, hanem pavlovi (Dickinson, 1994).

Egy US szamos kiilonboz6 valaszt valthat ki. Példaul a szemre fijas egy egyszerii
motoros valaszt, pislogast valt ki, emellett az éberség és figyelem fokozdddsahoz vezet. Az
US éltal kivéltott tobb kiilonb6z6 UR-nek megfeleléen egy CS tobb, kiillonb6z6 S-R
asszocidcioban vehet részt. A CS természete is meghatiroz6 abban, hogy milyen valaszt valt
ki. Egy taplalékkal tarsitott kevésbé lokalizalhaté hang CS nem valt ki megkozelitd
magatartast a hangforrds irdnydba, mig egy jol lokalizalhat6 fényforras igen.

A CS aktivdlhatja az affektusnak (félelem vagy jutalomexpektancia) egy
reprezentacigjat. Egy CS amelyet kordbban sokkoldssal tarsitottunk blokkolja a
kondiciondlast, amelyben egy masik CS-t a vart taplalék elmaraddsaval tarsitunk (transz-
megerdsitd blokkolds). A két kiilonb6z6 megerdsitdben semmi mds nem kozos, csak az, hogy
mindkettd averziv, ebbdl az kovetkezik, hogy a blokkol6 hatds a CS és az affektus kozotti

asszocidci6 kovetkezménye.
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Asszociaci6 johet 1étre a CS és az US specifikus sensoros tulajdonsagai kozott (vizuélis
megjelenés, hang, szag, iz, nutritiv érték). Ezt demonstrdlja meggy6z0en a sensoros
prekondiciondlds. Eldszor két sensoros ingert tarsitunk, majd ezek koziil az egyiket egy
bioldgiailag jelentds US-sel. Ezutdn a maéasik CS oOnmagédban képes US-specifikus CR-t
kivéltani (Brogden, 1939). Az US-specifikus asszocidci6 tovéabbi bizonyitéka az US értékének
kondiciondlds utdni véltozdsaval kapcsolatos. El8szor egy CS-t izletes tdplalékkal tarsitunk,
majd a taplalékot leértékeljiik (LiCl injekcidval tarsitva, ami hanyingert okoz). Az éllat nem
csak a taplalékot utasitja el, hanem a CS altal kivaltott valasz is megvaltozik.

A pavlovi kondiciondlds sordn 1étrejové reprezenticiok némelyike emodcidkkal
kapcsolatos. Példaul, ha egy hangot sokkoldssal tarsitunk, asszocidcié jon létre a CS és a
félelem egyik reprezentacidja kozott (LeDoux, 2000).

Koréabban éltalanosan elterjedten instrumentalisnak tekintették a lokomotoros aktivitast,
de patkany esetében még nem vizsgéltak meg kozvetleniil, hogy valdjaban A-O kontingencia
vezérli-e. Megvizsgaltdk azonban csirkénél a megkozelitd magatartdst. Az tdtvonalon, ahol a
csirkék a taplalékot megkozelitették egy olyan tiikorrendszert helyeztek el, amelyben azt
lattdk az éallatok a tdpladlék megkozelitése sordn, hogy tdvolodnak tdéle. Mds szdéval a
csirkéknek azt kellett volna megtanulni, hogy tdvolodjanak el a taplaléktdl, ahhoz, hogy
megkapjdk. Ha a megkozelités instrumentdlis lett volna (A-O kontingencia) akkor az éllatok
képesek lettek volna megvéltoztatni a "mozgds irdnyat" azért, hogy megkapjak a taplalékot,
de a csirkék képtelenek voltak ezt megtenni, vagyis a megkozelitést egy pavlovi CR-ként
tanultdk meg (Hershberger, 1986). Egy masik cikk arra utal, hogy patkdnyndl is, a
megkozelitd magatartds egy pavlovi CR, ugyanis az allatok képtelenek voltak megtanulni,

hogy jutalomért ne kozelitsenek meg egy vizudlis CS-t (Bussey és mts., 1997).

Az instrumentdlis kondiciondlds

Az instrumentdlis kondiciondlds sordn a kisérletezd az dllat magatartdsa és egy
megerdsitd eredmény kozott rendez el kontingencidt (az eredmény a magatartdstol fiigg).
Fontos megjegyezni, a kifejezés csak a kisérleti elrendezésre vonatkozik és nem a tanuldsi
folyamatra. Tobb kiilonbdzd psychologiai folyamat jarul hozzd a tanuldshoz és az
instrumentdlis teljesitményhez (Dickinson, 1994). Kordbbi elméletek szerint a jutalom

meger0siti az asszocidcidt egy kornyezeti inger és egy bizonyos valasz kozott (Thorndike,
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1911) . Az ilyen tanulés procedurilis tuddshoz vezet, ami nem flexibilis, a jutalom értékének
véltozdsa nem képes megviltoztatni a vélaszt. Az ember és az dllat magatartdsa gyakran
célirdnyos és a motivacios dllapot dltal flexibilisen moduldlhaté. Flexibilis reprezenticiok
jonnek létre allatkisérletben az instrumentdlis kondicionélds sordn. A magatartds célirdnyos,
ha a két kovetkezd kritériumtdl fiigg: 1. instrumentélis kontingencia az instrumentalis vélasz
és az eredmény kozott ("action-outcome”; A-O kontingencia); 2. az eredmény egy cél (van
ilyen reprezentdcidja) (Dickinson és Balleine, 1994). Egy célirdnyos éllat lenyomja a pedalt
taplalékért, mert tudja, hogy a pedal lenyomasa taplalékhoz vezet, és a taplalék egy cél.

Pavlovi CS-ek moduldlhatjdk az instrumentalis teljesitményt, ez a pavlovi-instrumentélis
transzfer (PIT). Példaul egy stimulus, amelyik a cukoroldat adagoldsat prediktalja, fokozni
fogja cukoroldatért vald pedilozast. Az egyik a PIT-ért felelés mechanizmus a CS altal
kivéltott altaldnos motivald hatds (kondiciondlt motivacié). Egy masik mechanizmus
vélaszspecifikusan fokozza az allat magatartasat.

Az instrumentdlis, illetve pavlovi kondiciondldssal kapcsolatban egy emlitésre méltd
jelenség a kondicionalt megerdsités ("conditioned reinforcement”, CRf). Neutrdlis ingert
tarsitunk egy elsddleges megerdsitvel, ezdltal az inger affektiv, vagy motivacids értéket nyer,
ezutdn az éllat dolgozni fog magaért az ingerért (Mackintosh, 1974).

A motivalt magatartds szempontjabol jelentds az affektiv, vagy hedonikus rendszer. Ez a
rendszer, azonnal reagdl a taplalék leértékelésére, hatdsa a tdplalék kozvetlen megtapasztaldsa
altal nyilvanul meg, €és az instrumentélis incentiv értéktdl fiiggetlen. A taplalék leértékelése
megvaltoztatja a rendszer miikodését, ezaltal a leértékelt tapldlékra adott reakcié megvaltozik,
adott esetben az élvezet helyett a mutatott reakci6 az undor. Leértékelés utan eleinte a taplalék
instrumentélis incentiv értéke nem viltozik meg, ezért az éllat dolgozik a leértékelt
taplalékért. Késobb a taplalék kozvetlen megtapasztaldsa, ami undort valt ki, atirja az incentiv
érték reprezenticidjat, ezutan az allat kevesebbet, vagy nem dolgozik a taplalékért. Az ember
hedonikus értékelése megdallapithatd az alany kikérdezésével. Kisérleti dallatnal ez
természetesen nem miikodik, de dltaldnosan elfogadott, hogy az {zreaktivitds tesztben a

ragcsalokon megfigyelhetd orofacidlis reflex az dllat hedonikus értékelésének kifejezddése.
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Az amygdala, a nucleus accumbens és a prefrontalis cortex szerepe a

kondicionalasos tanulasi folyamatokban

A disszertdcidban bemutatott kisérletek elsddleges célteriilete a prefrontalis cortex
(PFC), ezen beliil a medialis PFC (mPFC), ezen beliil pedig a prelimbicus cortex (PL). Latni
fogjuk, hogy az amygdala, a nucleus accumbens és a PFC egy neuronhdldzat részeit képezik,
melyek kozponti szerepet toltenek be a motivalt magatartasban, illetve tanuldsban. Ezért az
aldbbiakban bemutatjuk ezen agyteriiletek szerepét a pavlovi és instrumentalis

kondicionalasban.

Az amygdala

Szamos magcsoportbdl 4ll6 struktira, az emocidkkal kapcsolatos folyamatokban
kiilondsen a centralis mag (ACe) és a basolateralis amygdala (BLA) jétszik szerepet. A BLA
kiterjedt reciprok kapcsolatokkal rendelkezik a polysensoros neocortexszel és a frontalis
cortexszel, ezen beliill az mPFC-vel, és massziv rostkotegeket kiild a ventralis striatumba. Az
ACe viszont a hypothalamussal, a kozépaggyal és az agytorzzsel dll osszekottetésben és ezek
mukodését kontrollalja (Kapp €s mts., 1992).

Az amygdala az emdciokban kulcsszerepet jatszo agyteriilet. Amygdala 1€zi6 utdn a
majmok teljesen elvesztik a félelmiiket (Kluver és Bucy, 1939). Ezen kiviil az amygdala
1ézidja az emdcidkkal kapesolatos tanulds, illetve memoria zavarat okozza (Bechara és mits.,
1995; Cahill, 2000).

JelentOs szerepet jdtszik a tdplalékfelvétel szabdlyozdsdban (Lénard és Hahn, 1982;
Lénérd és mts., 1982) és a tapldlékkal jutalmazott kondiciondlési folyamatokban. Ha egy CS-t
taplalékkal tarsitunk, BLA 1€zi6 utdn a patkdny megtanulja az etetd til megkozelitését (CR),
de a vilasz nem mutatja az egészséges dllatokndl megfigyelhetd flexibilitast. Ha a taplalékot
késobbi, LiCl-al valé tarsitassal leértékeljiik, a BLA-ledalt allat képtelen a CS altal kivaltott
etet6tdl megkozelitést az US értékének megfelelden megvaltoztatni (Hatfield és mts., 1996).
A jelenség magyardzata, hogy a BLA ledélt dllat megtanulta a CS és a CR kozotti asszociaciot
(pavlovi S-R asszocidcid), de a CS nem aktivélja az US affektiv reprezentaciéjat. Kiilonbséget
kell tenniink az US pusztdn sensoros €s affektiv reprezentdcidja kozott. BLA ledalt dllatok
képesek egy CS-US (sensoros) asszociaciot megtanulni, de nem tudnak egy CS-US (affektiv)

asszocidcioét megtanulni (Holland, 1998).
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Ugy a BLA mint az ACe 1ézi6ja a kondicionalt félelemtanulds zavarat okozza (LeDoux,
2000). LeDoux elképzelése szerint a sensoros thalamus, neocortex és hippocampus a
kornyezeti ingerekrdl (CS) komplex informécidt vetit a BLA-ba, ahol létrejon a CS-US
asszocidcié. A BLA/ACe miikodésének szeridlis modellje szerint a BLA a CS-US asszociacid
reprezenticidjanak helye, az ACe pedig a rendszer kimenete (Davis, 1992; Nader és Ledoux,
1997).

A fent leirt soros rendszer mellett 1étezik egy parhuzamos rendszer is: a mdasodlagos
appetitiv pavlovi kondiciondlashoz (Hatfield és mts., 1996), a kondicionalt megerdsitéshez
(Robledo és mts., 1996) és bizonyos elsérendli appetitiv (pl. az etetdre irdnyulé) CR-ekhez
(Hatfield és mts., 1996) fontos a BLA, a kondicionalt orientaciéban viszont csak az ACe
jatszik szerepet (Hatfield és mts., 1996).

Csak az ACe-t6l fiigg6 averziv CR a kondiciondlt szupresszié (enyhe sokkal tarsitott CS
csokkenti a peddlozast taplalékjutalomért) (Killcross és mts., 1997), az appetitiv CR-ek koziil
pedig ebbe a csoportba tartozik a patkdny orientdcids valasza, amit tdpldlékkal tarsitott CS
vélt ki és a kondicionalt lokomotoros megkozelités ("autoshaping") (Bussey és mts., 1997).
Csak az ACe-tdl (és a BLA-t6l nem) fiiggd folyamatok koz¢€ tartozik még a CRf (kondicionélt
megerdsités) és a PIT (pavlovi-instrumentélis transzfer) (Cador és mts., 1989; Killcross és
mts., 1997).

Kevésbé ismert a BLA szerepe az instrumentdlis kondiciondldsban. A BLA 1ézidja
csokkenti az instrumentdlis vélaszt egy kondicionalt megerdsitoért (pavlovi CS) (Cador és
mts., 1989). Szerepet jatszik a cél incentiv értékével kapcsolatban (Malkova és mts., 1997). A
BLA és az orbitofrontalis cortex (OFC) kozotti kapcsolat megsziintetése a leértékelt jutalmak
kozotti helyes valasztast befolydsolja (Baxter és mts.,, 2000). Végiill a BLA jelentOsen
befolydsolja a memoria emociondlis modulacidjat (McGaugh és mts., 2000).

Tekintettel az amygdala és az mPFC kozotti massziv reciprok kapcsolatokra
feltételezhetd, hogy a pavlovi és instrumentdlis kondiciondlas legkiilonbozobb aspektusaival

kapcsolatos informacié megjelenik az mPFC-ben.

A nucleus accumbens

A stimulusok motiviacids hatdsai részben a nucleus accumbensnek (Acb)
tulajdonithatéak. A striatumra jellemz6 mddon egy cortico-striato-thalamo-corticalis
funkciondlis kor része (Alexander és mts., 1990). Szdmos limbicus teriiletrél kap bemenetet,

mint az amygdala, a hippocampus és a PFC, és olyan teriiletekre vetit, melyek a magatartast
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szabdlyozzak. Ezért limbicus-motoros interfacenek is nevezik (Mogenson és mits., 1980).
Hisztokémiai €s anatémiai jellegzetességek alapjan "core" (AcbC) és "shell" (AcbSh) részekre
osztottdk fel (Zaborszky és mts., 1985). Az AcbC fdleg a ventralis pallidumba vetit, ezzel
szemben az AcbSh vetit a lateralis hypothalamusba és a periaqueductalis sziirkedlloményba,
amely a nem tanult magatartds szabdlyozdsdban vesz részt (Berendse €s mts., 1992). Szdmos
kisérletet végeztek az Acb DA innervicidjaval kapcsolatban, ami jelentds szerepet jatszik a
természetes megerdsitdk jutalmazd, vagy motivicids hatdsaban és a drogfiiggdségben (Hoebel
és mts., 1983; Robbins és Everitt, 1992; Berridge és Robinson, 1998).

Az AcbC fontos a kondiciondlt lokomotoros megkozelitési valaszhoz ("autoshaping").
Lézidja akadidlyozza a megkozelitési valasz elsajatitdsat (Parkinson €s mts., 2000), a tanulds
utani 1€zi6 pedig csokkenti a teljesitményt (Cardinal és mts., 2002). AcbC 1ézidéhoz hasonl6
hatdsa van a 6-OHDA-val végzett DA deplécidnak.

A pavlovi instrumentdlis transzfer (PIT) sordn a patkdnyok megtanuljak, hogy
peddlnyomdsra tapldlékjutalmat kapnak. Az ezt kovetd tesztben, kioltds alatt, ugyanazt a
jutalmat prediktdlé CS nem kontingens prezentdldsa fokozza a peddlozas frekvencidjat
(Lovibond, 1983). Az AcbC 1ézi6ja megakadélyozza a PIT-et (Hall és mts., 2001). Hasonl6
hatdsa van a szisztémdsan adagolt DA-receptor-antagonistdnak (Dickinson és mts., 2000).
Feltételezhetden a pavlovi CS instrumentdlis magatartast fokoz6 képessége az Acb-t innervalo
mesolimbicus dopamin rendszertdl fiigg. A fent leirt pavlovi CS-ek motivacids hatdsat
"pavlovi incentiv érték"-nek nevezték el (Dickinson és mts., 2000).

A kondiciondlt megerdsités (CRf) sordn instrumentdlis kontingencia &ll fenn a vélasz és
az ezt kovetd CS kozott (amit ezt megel6zoen elsddleges megerdsitovel tarsitottunk). A CRf-
ben nem jatszik lényeges szerepet az Acb, de amphetamin injekcidja az Acb-be dramai
moédon fokozza a CRf-et (Taylor é€s Robbins, 1984).

Az Acb nem jatszik szerepet a célirinyos instrumentdlis magatartds szervezésében. Acb
ledalt patkdnyokat tanulmanyoztak egy instrumentélis paradigmaban, amelyben az allatok
jutalomért pedédloztak (Corbit €s mts., 2001). A patkanyok érzékenyek maradtak az
instrumentdlis kontingencia véltoztatidsira. Ezzel latsz6lag ellentmondédsban, az Acb NMDA-
receptor blokkoldsa akaddlyozza a tiplalékért valé peddlozas elsajatitasat és az Acb DA-
deplécidja akadédlyozza a patkdnyokat az instrumentdlis vdlaszban, ha a kovetelmény magas
(Aberman és Salamone, 1999). A kondiciondlt megkdozelitéséhez (autoshaping) és a PIT-hez
azonban fontos az AcbC (Parkinson és mts., 1998; Hall és mts., 2001). Pavlovi folyamatok

gyakran jelen vannak a célirdnyos magatartds sordn, figyelembe véve, hogy az instrumentalis
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tanuldst a megerdsités késleltetése (a csokkent pavlovi folyamatok miatt) konnyen
megakaddlyozhatja, a fenti ellentmondés feloldhato.

Az AcbC [ézidja jelentdsen csokkenti a patkdnyok azon képességét, hogy késleltetett
jutalmat valasszanak, ennek kovetkezménye impulziv vdlasztds (Cardinal és mts., 2001). Ez
azt is megmagyardzza, hogy az Acb DA deplécidja megakaddlyozza, hogy az 4llatok
keményen dolgozzanak a preferdlt tdplalékért, ez utdbbi ugyanis a jutalom késleltetéséhez is
vezet (Salamone és mts., 1994). Az mPFC 1ézi6ja nem befolydsolja az impulziv vélasztist, de
az orbitofrontalis kéreg 1€zi6ja igen, valdsziniileg innen kapja az Acb a késleltetett jutalommal
kapcsolatos informaciét (Mobini és mts., 2002).

Az AcbSh a nem kondiciondlt stimulusok motivacids hatidsat kozvetiti. Els6dleges
megerdsitok, mint a taplalék vagy kokain, megnovelik az extracelluldris DA szintet (Bassareo
¢€s Di Chiara, 1999b; Ito és mts., 2000). Ezzel szemben a CS-ek hatdsara az AcbC-ben né meg
a DA szint. Az AcbSh egy magas szintii kontroll rendszert képez, amely a motivacids allapot
szerint képes a kiilonb6z6 magatartdsi formdk kozott valtani (pl. tdplalkozas vagy ragadozotol
valé menekiilés).

Az Acb kozvetlen és kozvetett modon (az amygdaldn és a VTA-n keresztiil)
kapcsolatban all az mPFC-vel, és képes annak miikddését befolydsolni. Ezen kapcsolatok

funkciondlis jelentdsége azonban még nem teljesen tisztdzott.

A prefrontalis cortex

A komoly anatémiai eltérések ellenére anatémiai és funkciondlis parhuzam vonhaté a
patkdny és a primates PFC kiilonb6z6 teriiletei kozott (Ongur és Price, 2000). Patkanyban a
PFC magdaban foglalja a prelimbicus (PL), anterior cingularis (aCg), agranularis insularis és
orbitofrontalis kérget (OFC) (Zilles és Wree, 1995). A PL és aCg a medialis prefrontalis kéreg
(mPFC) részei, gyakran ide soroljdk még a PL alatt taldlhaté infralimbicus kérget (IL).

Valamennyi hozzdjarul a magatartds motivacids szabdlyozdsihoz.
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A medialis prefrontalis cortex

A prelimbicus cortex

A prelimbicus cortex felelds az instrumentalis kontingencia detektalasért. Ezzel latszolag
ellentmonddsban, instrumentdlis szitudcidban, patkdnyban kiépiil az instrumentélis valasz a
prelimbicus kéreg 1ézidja utdn is. Ha azonban kifejezett kontingencia percepciés paradigmat
alkalmaznak, akkor, bar kiépiill az instrumentdlis vdlasz, a PL kéreg ledalt patkdnyok
érzéketlenek az instrumentdlis kontingencia manipuldldsidra (Balleine és Dickinson, 1998).
Ebben az esetben a vilaszt a patkdnyok az S-R "habitudlis" rendszer segitségével tanuljak
meg.

A célirdinyos magatartds feltétele az instrumentélis kontingencia és a cél incentiv
értékének interakcidja. Feltételezhetéen a BLA szerepet jatszik az incentiv érték centrdlis
reprezenticidjadban. Kimutattik, hogy a BLA és mPFC 6sszekottetésének 1€ziéja moduldlja az
instrumentalis vélasztast (Coutureau és mits., 2000). Feltételezhetéen ez az Osszekottetés
felelds az instrumentélis kontingencia és az incentiv érték funkciondlis kapcsolatéért.

Bar az PL pavlovi kondiciondlds sordn betoltott szerepével kapcsolatban joval kevesebb
kisérletet végeztek, néhany nyulon (mely a patkdnyhoz hasonlé PL-el rendelkezik) végzett
elektrophysiologiai kisérlet egyértelmiien igazolta, hogy a PL a pavlovi kondicionéldsos
tanuldsban is részt vesz. A kisérletek tobbsége averziv kondiciondldssal (Powell és mits.,
1996), néhany viszont appetitiv kondiciondldssal kapcsolatos (McLaughlin és mts., 2002).
Ujabb kisérletek igazoltik az PL jelentéségét a pavlovi "trace"-kondicionaldsban. (Pezze és
mts., 2015). A prelimbicus és infralimbicus kéregbe injektdlt dopamin D1 agonista (az
elvarassal ellentétben, a receptorok tilingerlése altal) gdtolta az asszocidcid 1étrejottét.
Elektrophysiologiai kisérletekben d.n. "bridging" sejteket mutattak ki, ezek képesek a "trace"-
kondiciondlas sordn a "trace"-intervallumot dthidalni, ami az asszociici6 sziikséges feltétele

(Gilmartin és mts., 2014).

Az infralimbicus cortex

A ventralis mPFC (IL) lézidja akaddlyozza a pavlovi kondiciondldssal kiépitett
"freezing" extinkcidjat (Morgan és mts., 1993). Az extinkcié nem a tanult informécié torlése,

hanem egy Uj asszociicié megtanuldsa (CS - nem-US), amely a kordbban tanultat gatolja. Ez
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Osszhangban van azzal az elképzeléssel, miszerint a PFC a magatartds gatlasat kozvetiti

(Ongur és Price, 2000).

Az anterior cingularis cortex

Sok szempontbdl ekvivalencia dllapithaté meg a ragcsdld, majom €s emberi aniterior
cingularis cortex (aCg) kozott (Ongur és Price, 2000). Képalkot6 eljardsokkal nyert adatok
alapjdn a humdn aCg szerepet jatszik a depresszidban, a hangulat szabélyozdsdban és
megvaltoztatja aktivitdsdt emociondlisan szignifikdns stimulusok hatdsdra. Kifejezetten
aktivalodik kokainnal asszocidlt stimulusokra kokainfogyasztokndl (Childress és mts., 1999).
Hasonléan aktivalédik emociondlisan szignifikdns stimulusok hatdsiara normadlis embereknél
is (Garavan és mts., 2000). PET kisérletek alapjdn a humén aCg szerepet jatszik az exekutiv
figyelemben (Posner, 1995).

A huméan aCg részt vesz a hiba, és a valaszkonfliktus detektdldsaban. Vélasztisos
reakcididé mérés sordn negativ EEG hullamot valt ki a hibas vélasztds. Ez a hibazasi
negativitds (ERN) (Falkenstein és mits., 2000), melynek forrdsa az aCg. Az ERN egy olyan
folyamat része, amelyik a jovObeni helyes vilasz érdekében az aktudlis vadlaszt a helyes
vélasszal Osszehasonlitja, és a hibat detektdlja. A fentihez hasonléan a hiba szignal tobb
tanuldsi modellben kdzponti szerepet jatszik.

Régcsalo aCg-r6l kimutattdk, hogy részt vesz az appetitiv és averziv stimulus-
megerdsités tanuldsban. Nyulban az aCg 1ézidja csokkenti a pavlovi kondiciondldssal kiépitett
bradycardidt (Buchanan és Powell, 1982). Szintén nyudl aCg-t vizsgaltak aktiv elharito
szitudcidban, ami az instrumentdlis és a pavlovi kondiciondlds kombinacidja. A CS+ nagyobb
egysejtvalaszt valt ki mint a CS- a tanulds kezdeti szakaszdban (Gabriel és Orona, 1982).
Patkanyban, az aCg 1€zi6ja megakadidlyozza a stimulus €s a tdplalék megerdsitdé kozotti
asszocidciét az "autoshaping" alatt (Bussey és mits., 1997). Egyszeribb pavlovi
kondiciondlasos tanulds azonban tovabbra is 1étrejon aCg ledalt patkanyoknal és a pavlovi CS
kondicionalt megerdsitové vélhat. Kideriilt azonban, hogy az aCg 1ézid mindig akkor
csokkenti a teljesitményt, ha tobb CS van jelen a szituacidban. Az irodalmi adatokat
Osszeegyeztethetové teszi az az elképzelés, hogy, ha hasonl6 CS-ek kiilonbozo
asszocidciokban vesznek részt, az aCg megakadalyozza a hasonldé CS-ek 4ltalanositasat.

Annak ellenére, hogy a kutatdsi irdnyok kiilonbozéek voltak, megéllapithatd, hogy a
primates €s ragcsalé aCg hasonld funkcidkat lat el. Mindkettd valaszol affektiv stimulusokra

és mindkettd szdmos motoros és autoném rendszert kontrolldl. A patkdny aCg fontos a
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magatartds irdnyitdsahoz, ha hasonl6 CS-ek kiilonb6z6 megerdsitoket prediktilnak: ehhez
hasonl6 a humén aCg funkcidja a valasz konfliktusban. A humén aCg-t aktivédlja az djdonsag,
vagy a hiba. A patkdny aCg ehhez hasonlé funkcidira utal, hogy elektrophysiologiai

kisérletben "unsigned prediction error-t kédol6 neuronokat mutattak ki (Totah és mts., 2009).

Az insularis cortex

Az insularis cortex felelés a tdpldlék specifikus sensoros aspektusainak (iz)
Lézidja utdn a patkdnyok normdlisan teljesitenek instrumentélis kontingencia tesztben. Egy
tovabbi szatidcids tesztben két tapldlékbdl az egyikkel jollakattdk az dallatokat, ezéltal
megtanulhattdk, hogy ennek a tdpldléknak az incentiv értéke csokkent. Ezutin az
instrumentdlis teljesitményt extinkcié alatt tesztelték. Mig az almutott dllatok kevesebbet
dolgoztak a leértékelt taplalékért, a ledalt allatok nem tettek kiilonbséget a taplalékok kozott.
Egy tovabbi tesztben azonban, amikor megkaptdk a tdplalékot, a ledalt allatok is azonnal
kiilonbséget tettek a taplalékok kozott. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az insularis
kéreg nem lényeges az instrumentélis incentiv érték detektaldsaban, de nélkiilozhetetlen az
incentiv értékkel kapcsolatos memdria taroldsdhoz, vagy ennek kozvetitéséhez (Balleine és
Dickinson, 2000).

Hasonl6 szerepet jatszik az insularis kéreg a pavlovi kondiciondldsban is, kdzvetiti az
US specifikus sensoros tulajdonsdgait (Holland, 1998). Insularis kéreg ledalt patkanyok
kevesebbet isznak egy LiCl-al tarsitott aromaju taplalékbol és normalis nem kondicionalt
rejektiv orofacidlis valaszokat mutatnak, de nem mutatnak kondiciondlt orofaciélis valaszokat
(Kiefer és Orr, 1992). A ledélt patkdnyoknal is érvényesiil a taplalék kondiciondlt motivacios
értéke, ezért kevesebbet isznak, és normadlisan érzékelik az izeket, de a CS-sel kapcsolatban

nem emlékeznek az izére.

Az orbitofrontalis cortex

Altalanosan elterjedt elképzelés szerint az orbitofrontalis cortex (OFC) a magatartést
annak alapjdn irdnyitja, hogy a vérhaté végeredménynek mi az incentiv éréke. A Damasio-
féle "hazardjaték teszt"-ben biztos, kis nyereséget jelentd kartydk (néha kis veszteséget) és
nagy nyereséget igérd kartydk kozott kell valasztani, az utébbiak vélasztdsa néha

katasztrofalis veszteséget okoz. Normdlis személyek a biztos, kis nyereséget valasztjak, OFC-
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1€zi6s paciensek viszont rosszul teljesitenek a tesztben (Bechara és mts., 2000). A leirt
dontéshozatal olyan magatartds ahol az instrumentdlis valasztds a kimenetel incentiv értéke
alapjan torténik. Az OFC nagy valdszinliséggel az incentiv érték egyik neurondlis
reprezenticidjdnak a helye, ugyanis a neuronok gyorsan védlaszolnak a tapldlék jutalmazé
értékének valtozdsara. Ha a majom egy bizonyos tdpldlékkal jéllakik, az OFC neuronok
vélasza a taplalék {zére vagy szagdra csokken, ugyanakkor més tdplalékra adott vilaszok nem
véltoznak (Rolls és mts., 1999; Rolls, 2000). A sziikséges inputot az OFC a polimodalis
sensoros kéregbdl (Ongur €s Price, 2000), a motivacios allapottal kapcsolatos informéciot
pedig a hypothalamusbdl kapja.

Az OFC kiterjedt reciprok kapcsoltban all a BLA-val (Ongur és Price, 2000), de ezen
kapcsolatok funkcionélis jelentdsége még nem tisztazott. A funkciondlis kapcsolatnak egy
kozvetlen bizonyitéka Baxter kisérlete (Baxter és mits., 2000). Rhesus majmokndl, a két
agyteriilet kozotti funkciondlis kapcsolat megszakitasa megakadalyozta a helyes vélasztast az
egyik megerdsitd leértékelése utdn. Ez 6sszhangban 4ll azzal az elképzeléssel, hogy az OFC,
amely struktdra kapcsolatban 4ll a BLA értékrendszerével, befolydsolja az instrumentalis

vélasztast a helyes dontés érdekében.

A PFC-r6l roviden megallapithatjuk, hogy szdmos teriilete jarul hozzd a motivalt
magatartds irdnyitdsdhoz. Az OFC és az aCg kiilondsen fontos szerepet tolt be az érték és
emocio reprezenticiéjdban. A prelimbicus cortex fontos szerepet tolt be a munkamemoridban
és a figyelemben, ezdltal a pavlovi "trace"-kondiciondldsban, és az instrumentalis ("action-
outcome") kontingencia detektdldsdnak a helye. A patkdny insularis cortex az iz emlékének
felidézéséhez (és ezdltal a taplalék incentiv ért€kének el6hivasihoz) fontos. A humén aCg

rendellenes mitkodése az emdcidkkal kapcsolatos funkcidk zavarat okozza.
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Célkitiizések

A motivaciokutatds kezdeti szakaszdban olyan elméleteket fogalmaztak meg, amelyek
Osszhangban vannak a kisérleti eredményekkel, de gyakran nem ismerték kelldképpen ezek
neurondlis szubsztratumat. Tobb korai elmélet abbdl az elképzelésbol indult ki, hogy 1étezik
egy egységes folyamat, amelyik a magatartast és a motivacidt megmagyardazza. A modern
kutatds ennek éppen az ellenkezdjét igazolta. Mar az 1940-es években lehetévé valt a
kiilonbozo agyteriiletek elektromos ingerlése, ami lehetévé tette, hogy egy adott agyteriilet
motivacioban, illetve tanuldsban betoltott szerepét vizsgéljdk. Egy mdésik elektrophysiologiai
kisérleti megkozelités az agyi elektromos hullimok regisztraldsa vagy az egysejtelvezetés
implantalt elektroddk segitségével. Ezek a mddszerek is mar az 1950-es, 1960-as években
elérhetdvé valtak, de az 1990-es évektdl valt dltaldnosan elterjedtté szdmos neuron
aktivitisdnak szimultdn elvezetése. Tovabbra is hatékony az eddig nem emlitett 1€zids
technika, illetve a kiillonbozé agyteriiletek célzott neurokémiai manipuldldsa, illetve
transzmitterszintek mérése. Lathattuk, hogy jol tervezett kisérleti paradigmak haszndlatdval
feltérképezhetd, hogy a kiilonbdzd agyteriiletek a tanulds és a motivacié mely aspektusdban
jatszanak szerepet. Ezekkel a moédszerekkel azonban nem vizsgilhaté az informécié gyors
(ms-os felbontdsi) feldolgozdsa. Az informdaciofeldolgozds vizsgilatinak egyik legjobb
moédszere az egysejtelvezetés éber kisérleti dllat agydbol. Szdmos ilyen kisérletet végeztek
pavlovi, illetve instrumentalis kondiciondlds soran. Tobb kisérlet igazolta, hogy az mPFC (PL
és IL teriiletei) a pavlovi kondiciondldsban is részt vesz, ennek ellenére csak néhany

kisérletben vizsgaltak az appetitiv pavlovi kondiciondldsban betoltott szerepét.

A disszertacioban bemutatott Kisérletekben a kovetkezo kérdésekre

kerestiik a valaszt:

1. Az PL szerepet jatszik a motivalt magatartds szabdlyozdsiban, tigy az averziv,
mint a tdpldlékkal jutalmazott magatartisban. Az instrumentdlis kontingencia
detektdldsdnak a helye és fontos a tdplalékkal jutalmazott pavlovi "trace"-
kondiciondldshoz. Mindkét esetben meg kell jelennie a taplalékjutalommal

kapcsolatos informdcié (sensoros tulajdonsdgok, és/vagy jutalomérték, és/vagy

22



incentiv érték és/vagy motiviciés hatds) a PL-ben. Ezért feltételeztiik, hogy
cukoroldat (szacharéz, nagy jutalomértékkel bir6 megerdsitd) ivdsaval
kapcsolatosan a PL neuronok megvaltoztatjak tiizelési frekvencidjukat. A PL
neuronok miikddését szabadon mozgd patkdnyokon vizsgaltuk implantalt tetrod
elektrédok segitségével. A patkdnyok (viz ivdsa utdn) szabadon ihattak
cukoroldatot. Kisérletiinkhoz a folyékony tdpldlékot valasztottunk mert igy
egyszerli volt a tdpldlék adagoldsa és a consummatio ("licking cluster")’
kezdetének és végének pontos detektaldsa. A cukoroldatot valasztottuk, mert ize
és magas energiatartalma altal nagy jutalomértékkel bir. Tekintettel arra, hogy
cukoroldat ivdsaval kapcsolatban els6 kisérletiinket végeztiik egy egyszeri
szitudciét valasztottunk (szabad ivés), igy bonyolult tanuldsi folyamatok nem
nehezitették az eredmények interpretaciojat.

A fentieket Osszefoglalva, kérdésiink az volt, hogy patkdny a mPFC-neuronok
aktivitisa hogyan vdltozik folyékony tdpldlékjutalom szabad ivdsa sordn,
kimutathat6-e jutalom expektancidval, illetve a consummatioval kapcsolatos
egysejtvalasz.

Els6 kisérletiink sordn kideriilt, hogy a PL neuronok nem csak a cukoroldat
ivdsa kozben (iz, illetve consumptio), hanem kézvetleniil a "licking" elétt is
megvaltoztatjdk aktivitdsukat. Feltételeztilk, hogy ez a vdlasz jutalom
expektancidval kapcsolatos. Ennek vizsgdlatira a kovetkezd kisérletiinkben
pavlovi "trace"-kondiciondldst alkalmaztunk szintén elektrophysiologiai
kisérletben szabadon mozgé patkdnyon. Ismert ugyanis a nyudl PL szerepe
averziv "trace"-kondiciondlds alatt. Ezért feltételeztiik, hogy a PL neuronok
megvaltoztatjdk tiizelési frekvencidjukat a pavlovi appetitiv "trace"-
kondicionalas kiilonboz6 fazisai alatt is, a CS, a CR, a "trace"-intervallum
illetve az US alatt. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy a "licking"
elotti egysejtvalasz az itatdé megkozelitésével kapcsolatos mozgastol fiigg-e,
vagy valami méstdl (pl. jutalomexpektancia) mértiik a patkdny mozgdsat a fejen
elhelyezett gyorsuldsmérével. A fejgyorsuldssal jol korreldld egysejtvalaszok
feltételezhetden a mozgassal kapcsolatosak, az ettdl fiiggetlenek pedig nem.
Feltételeztiik, hogy az US-t megel6zd egysejtvalaszokban a jutalomexpektancia

is megjelenik.

“l4sd 27. oldal
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A fentieket 6sszefoglalva, kérdésiink az volt, hogy pavlovi szitudcidéban, hogyan
véiltozik a patkdny mPFC-neuronok aktivitisa a "trace"-kondiciondlés
kiilonbozd fazisai alatt, illetve, hogy megjelenik-e a jutlom expektancidval
kapcsolatos egysejtvdlasz.

Az mPFC (aCg, és PL) a motivacioval kapcsolatosan jelentds inputot kap a
BLA-b6l és a VTA-b6l. A PL, mint az instrumentilis kontingencia
detektdlasdnak a helye feltételezhetben a BLA-bOl kapja a tdplalékjutalom
incentiv értékével kapcsolatos informaciét. Ismert a BLA és mPFC kozotti
kapcsolat szerepe a mdsodlagos pavlovi kondicionéldsban és feltételezhetden
fontos a taplalékkal jutalmazott pavlovi "trace"-kondiciondldshoz is. A VTA
fontos a kondiciondlt motivaciés hatds kozvetitéséhez. Elektrophysiologiai
kisérletek alapjan a CS alatti vdlaszok a varhaté jutalom "értékével"
korrelalnak, a jutalom alatti vélaszok pedig "reward prediction error"-t
kédolnak. a hiba detektdldsa a predikcié megfeleld valtozdsdhoz vezet. Berridge
szerint viszont ugyanezek a vdlszok az incentiv motivaciés értékkel
kapcsolatosak. Ismertek a BLA, illetve a VTA ingerlésével kivdltott
egysejtvdlaszok, ¢és hogy ezek részben ugyanazon mPFC-neuronokon
konvergdlnak. Csak részben ismert az mPFC-ben taldlhaté kiilonb6z6
morpholdgidji neuronok és az elektrophysiologiai vélasztipusok kozotti
Osszefiiggés.

Ezért akut kisérletben juxtacelluladris elvezetéssel vizsgiltuk az mPFC-
neuronokat, mikozben a BLA-t és/vagy a VTA-t elektromosan ingereltilk. A
vizsgilt  neuronokat  juxtacelluliris =~ mikroionophoreticus  eljarassal
Neurobiotinnal toltottitk, amit szovettani eljarassal (ABC-Peroxiddz, Ni-DAB,
eziistozés) vizualizaltunk. Feltételeztiik, hogy a kiilonbozd elektrophysiologiai
jellegzetességgel biré neuronok kiillonb6z6 morphologiai kategéridkba
sorolhatéak. Tovabba feltételeztiik, hogy a neuronok egy csoportja konvergens

mono- vagy polysynapticus inputot kap a BLA-b6l és a VT A-b6l.

24



Kisérletek

Elektrophysiologiai kisérlek szabadon mozgé patkanyon

cukoroldat szabad ivasa soran

A patkany PFC egyik funkcidja a taplalék- és folyadékfelvétellel kapcsolatos informaci
integraciéja. Szamos neurokémiai adat arra utal, hogy az mPFC, dopaminerg innervicidja
altal, részt vesz a jutalmazasi mechanizmusokban, a tiplalékjutalom predikciéjaban, illetve
izletességének értékelésében (D'Angio és Scatton, 1989; Bassareo és Di Chiara, 1999a).

Kevésbé ismert az mPFC-neuronok miikddése egysejtszinten a tdplalékkal vagy
folyadékkal jutalmazott magatartassal kapcsolatosan. Mivel a szacharéz és egyéb cukrok a
patkany altal preferdlt természetes jutalmak, kisérletiinkben szabadon mozgé patkanyon, 5%-
os szacharézoldat fogyasztdsa kozben sokelektrodds elvezetést végeztiink. Kontrollként a
vizivast haszndltuk, igy tanulmanyoztuk a cukoroldattdl fiiggetlen ivds hatdsit a neuronok

aktivitasara.

A Kkisérlet rovid leirasa

Az operans dobozban az -elektrophysiologiai rendszerrel Osszekotott elderdsitot
csatlakoztattuk az implantélt elektréddkhoz. A kisérleti iilések kezdetén a patkdnyok elOszor
vizet ihattak. Miutdn legaldbb 5 percig nem ittak tobbet, a vizet tartalmazé palackot 5%-o0s
cukoroldatot tartalmaz6 palackra cseréltiik ki. Ezt az oldatot a patkdnyok szintén telitédésig
ittdk. Egy kisérleti iilés kb. 60 percig tartott annak fiiggvényében, hogy a patkdny mikor

hagyta abba az ivést.
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Modszerek

Kisérleti dllatok

Kisérletiinkben him Wistar patkdnyokat (350-500g) hasznaltunk.

Az dllatok tartdsa megfelelt minden intézeti, nemzeti és nemzetkozi elGirdsnak
(BA02/2000-8/2012; Law XXVIII, 1998; 40/2013 Government Decree, 2013, Hungary;
European Community Council Directive 86/609/EEC, 1986; 2006; 2010). Mindent
megtettiink annak érdekében, hogy a kisérleti éllatok szamdt, fajdalmat és szenvedését a

kisérletek alatt minimalizaljuk.

Kisérleti dllatok

Harom, him Wistar patkanyt (400-500g) hasznaltunk. Az allatokat naponta "handling"-
eltiik, és 12-12 o6rds vilagos/sotét periddus alkalmazdsaval egy hoémérséklet kontrollalt
(24+2°C) vivdriumban tartottuk. Az elektr6ddk implantdldsat megel6zéen standard
laboratériumi patkdnytdp (CRLT/N, Charles River Laboratories, Budapest, Hungary) és
csapviz ad lib. allt rendelkezésre. Azért, hogy a magatartdsi kisérletek alatti vizfelvételt
motivaljuk, vizet csak az operans dobozban a kisérletek alatt és az ezt kovetd 20 percben
(konstans motiviacié valamennyi kisérlet sordn) a lakoketrecben kaptak. A testsilyt

rendszeresen mértiik és a normadl testtomeg 80-90%-an tartottuk.

Elektroddk implantdldsa

A kisérletek megkezdése elott a patkdnyokat 8 tetréddal feltoltétt nyomtatott dramkor
alapd (PCB) "microdrive"-val implantaltuk (Téth és mts., 2007; Petykd és mits., 2009). A
mitétek sordn Na-pentobarbital (60 mg/kg Nembutal, Phylaxia-Sanofi, Magyarorszig)
anesthesiat alkalmaztunk. A vegetativ parasimpaticus hatds csokkentése érdekében atropint
adtunk (2 mg/kg EGIS, Magyarorszag). A koponya tetejérdl eltdvolitottuk a bort, és a
peremébe 6 db. 0,8 mm atmérdjli 6rds csavart hajtottunk. Két tovabbi csavart, melyekhez

kordbban drétot (100 pm-es rozsdamentes acél) forrasztottunk, a kisagy folotti koponyatetdbe
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hajtottunk. Ezek koziil az egyikhez a foldelést csatlakoztattuk, a madsikat pedig
referenciaelektrodként hasznaltunk. Az mPFC vizsgalt része folott (Bregma AP: 2,7-3,7; DV:
3,2-4,4; ML.: 0,5-0,8 Paxinos és Watson atlaszdnak megfeleléen) (Paxinos és Watson, 1996) a
koponyét fird segitségével megnyitottuk és a "microdrive"-ot mikromanipuldtor segitségével
a nyilas folé helyeztiikk, majd a tetrédokat bevezettik az agyba a prelimbicus area (PL)
tetejéig. Ebben a helyzetben a vezetd kaniilként szolgdlé vastag szilika csovek elérték az agy

felszinét.

Magatartds

Kisérleteinket két hét felépiilési id6 utdn kezdtiik el egy 40 x 40 cm-es operdns
dobozban. A kisérleti iilések kozott a patkdnyok nem ihattak, de a taplalék (Iasd fent)
tovdbbra is ad. libitum rendelkezésre allt. A kisérleti tilések alatt az allatok eldszor vizet
ihattak telitddésig, 17-34 perc alatt 13-27 ml-t ittak. Meghatdrozdsunk szerint a patkdnyok
vizzel telitddtek, ha legalabb 10 percig nem ittak tobbet és haromszor megszaglasztak az itatot
anélkiil, hogy ittak volna. A patkdnyok azért ihattak el@szor vizet, mert (pilot kisérletek
alapjdn) amennyiben el6szor cukoroldatot ittak, a tovdbbiakban nem ittak vizet, vagy csak
nagyon keveset ittak a vizbdl, igy nem é&llt volna megfeleld6 mennyiségli (vizivassal
kapcsolatos) kontroll adat rendelkezésre. Ezutdn a vizet tartalmazé palackot 5%
szachar6zoldatot tartalmazo palackra cseréltik ki. Ezt az oldatot a patkdnyok szintén
telitddésig ittdk. Egy kisérleti iilés kb. 60 percig tartott annak fiiggvényében, hogy a patkiny
mikor hagyta abba az ivast. Az allatok 23-35 ml cukoroldatot ittak.

Az 4llatok magatartdsat webkamerdval rogzitettik a Spike2 programcsomag
"videofelvétel" funkcidjaval (10 kép/s). A patkdnyok ivasi mintazatanak egy fontos egysége a
"licking cluster"”". A "licking cluster" kezdetét egy legaldbb 0,5 s-os sziinet elézi meg (Davis
és Smith, 1992). Minden "licking cluster" (15-30 per iilés) kezdetét a videdfelvétel

elemzésével hataroztuk meg 0,1 masodperces felbontassal.

A ,.licking cluster"-nek nincs magyar megfeleldje, sot a magyarositasi kisérlet inkabb félrevezetd lenne, ezért a

tovabbiakban az angol kifejezést hasznaljuk.
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Elektrophysiologiai adatok gytijtése

Az elektrophysiologiai adatgytijtéshez a 32-csatornas "head stage" erdsit6t (Noted Bt.,
Magyarorszag) a "microdrive"-val egybeépitett elektrdd interface boardhoz csatlakoztattuk.
Valamennyi szabadon mozgd patkdnyon végzett kisérletiinkben a Szabd Imre altal tervezett
"PCB" "microdrive"-ot hasznaltuk (T6th és mts., 2007). Ennek meghatarozé alkatrészei
nyomtatott &ramkor (PCB: printed circuit board) technoldgiaval késziilnek.

A tetrédokat a kisérleti iilések utdn 150 pm-es 1épésekben mozgattuk. Minden tetréd
mozgatist feljegyeztiink. Ezeket az adatokat az elvezetési helyek rekonstrukciéjdhoz
hasznéltuk fel. A rendelkezére 4ll6 fOerdsitd €s adatgylijté rendszer (lasd aldbb) 8 csatorna
adatainak rogzitését engedték meg, de a "microdrive"” lehetové tette 8 tetréd egyenkénti
mozgatasat,, az ehhez illeszthetd elderdsitd szintén 32 csatornds. Gyakran nem vezethetdek el
valamennyi tetrodrdl optimdlis jelek. A felsoroltak miatt azt a stratégidt valasztottuk, hogy 8
tetrodot implantdlunk, és ebbdl kivdlasztjuk a két legjobbat megjelenitésre, illetve
adatgyiijtésre. Az elOerOsitd kimeneteit egy kabelen keresztiil a tetrédszelektor (Noted Bt)
bemeneteihez csatlakoztattuk. A legjobb mindségli jeleket add két tetrédot a szelektor
segitségével a kisérleti iilés kezdetén valasztottuk ki. Az igy kivélasztott 8 csatornit Axon
Cyberamp 380 er6sit6é (Axon Instruments, Foster City, California, USA) segitségével sziirtiik
(300-6000 Hz) és erdsitettiik. Az erdsitett jeleket 41 kHz-es mintavételezési frekvencidval
digitalizaltuk CED micro interface (Cambrige Eletronic Designs) segitségével. Az adatokat a

Spike2 program segitségével jelenitettiik meg, PC-n rogzitettiik és elemeztiik.

Elektrophysiologiai adatok elemzése

Az offline analizis sordn a nyers elektrophysiologiai adatokat digitélisan szlrtiik (700-
3000 Hz), a Spike2 program principdlis komponens analizis és matematikai "cluster” analizis
funkcidja segitségével a "spike"-okat "cluster'-ekbe valogattuk szét. Ha az ilyen "cluster"-ek
grafikusan 4brdzolva egymadstdl jol elkiiloniild, édltaldban ovdlis "felhdt" képeznek akkor
feltételezhetjiik, hogy egy "cluster" egy "single-unit"-nak felel meg, vagyis egy idegsejt
akcids potencidljainak. A feltételezett single-unitok refrakter periddusat az autokorrelogramok
segitségével hataroztuk meg. Amennyiben az abszolut refrakter fazis 1 és 3 ms kozott volt, a
"cluster"-t elfogadtuk single-unitnak, a tovabbiakban ezeket elemeztiik.

A kisérleti tilések adatait "perievent" idShisztogramok segitségével dbrazoltuk (PETH).

Minden iiléshez tartozott egy PETH mely a vizivas adatait Osszesitette, egy masik a cukorivas
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adataihoz tartozott. A "licking cluster"-ek kezdetét ("first lick") (t=0) hasznéltuk triggernek
valamennyi PETH-ban. Valamennyi PETH a "licking cluster" kezdete el6tti és utdni 10-10
mdasodpercet 4dbrazolta. A serkentd valaszokndl 0,1 madsodperces "bin"-szélességet
alkalmaztunk, a gatl6 véalaszokndl viszont 0,4 s-os "bin"-szélességet kellett alkalmazni az
alkalmazott statisztikai elemzés sajatossigai kovetkeztében. Szignifikdns aktivitdsvéltozasok
igazoldsdra a PETH adataira alkalmazhat6 Poisson-tesztet hasznaltunk (Dorrscheidt, 1981). A
"licking cluster"-t megel6z6 fél mdsodpercet tekintettik az adott neuron spontdn
aktivitisdnak. Ennek alapjan meghataroztuk a 99%-os konfidenciaintervallumot. Az ezen
kiviil esd tiizelési frekvencidt serkentd, illetve gatlé valasznak tekintettilk. Amennyiben egy
adott neuron Ugy cukorra, mint vizre szignifikdns aktivitdsvaltozast mutatott, a 99%-o0s
intervallumot valamennyi "bin"-re meghataroztuk és a két PETH megfeleld "bin"-jeinek
egyenkénti 6sszehasonlitdsa alapjan hataroztuk meg, hogy hol van szignifikdns kiilonbség a
két PETH kozott.

A kisérletek végeztével toluidinkék festés segitségével hatdroztuk meg az elektrédak
szurcsatorndit. A pontos elvezetési helyeket a metszetek mikroszképos vizsgélataval

rekonstrudltuk, figyelembe véve az elektréddk mozgatdsat a feljegyzett adatok szerint.
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Eredmények

Elektroddk lokalizdcioja

Valamennyi, az ebben kisérletben bemutatott neuron elvezetési helyét az mPFC
prelimbicus area piramissejtrétegeiben lokalizaltuk (Bregma AP: 2,7-3,7; DV: 3,2-4.4; ML:
0,5-0,8 Paxinos és Watson atlaszanak megfelelden) (Paxinos és Watson, 1996); (1. Abra).

1. Abra Tetréd elektrédak szircsatorndi és elvezetési helye. Mind a harom implantalt patkany
szurcsatorndit egy frontdlis metszetre vetitettiik (Bregma 3,2) (Paxinos és Watson, 1996). A
szurcsatorndk maximaélis anterior-posterior eltérése 0,5 mm volt. Az elvezetési helyeket jelold
pontokat mikroszképos elemzés alapjan rekonstrudltuk figyelembe véve az elektr6dak
mozgatisdt. Valamennyi elvezetési hely a Bregma AP: 2,7-3,7; DV: 3,22-4.4; ML: 0,5-0,8
tartomdnyban volt (Paxinos és Watson, 1996). aCg, anterior cingularis cortex; IL,

infralimbicus cortex; M2, masodlagos motoros cortex; PL, prelimbicus cortex.
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Neurondlis valaszok

A neuronok spontin tiizelési frekvencidgja 0,07 és 7,95 Hz kozott volt. Az
autokorrelogramoknak megfelelden a neuronok abszolit refrakter periddusa 1-3 ms volt.
Valamennyi vizsgdlt sejtet "nem ritmikusan tiizel6" neuronok kategoéridjaba soroltuk
(Gemmell és mts., 2002).

Osszesen 76 neuronnak vizsgdltuk meg a cukoroldat fogyasztdsdra adott
valaszmintdzatit. A neurondlis vélaszok jellemzésére a "licking cluster"-ek kezdete ("first
lick") koriili tiizelésifrekvencia-valtozdsokat haszndltuk. A vizsgilt 76 neuron koziil 38
véltoztatta meg szignifikdnsan az aktivitdsat (konfidenciaintervallum 99%). Ezen neuronok
tobbsége (38-bdl 33) csak a cukoroldat fogyasztdsa kozben valtoztatta meg aktivitdsat. Csak 5
neuron véltoztatta meg aktivitdsat a "licking cluster" kezdetéhez csatoltan fiiggetleniil attol,

hogy a patkany cukoroldatot vagy vizet ivott.

A "licking cluster"-ek kezdetéhez idoben kapcsolt és ezeket kozvetleniil megel6z0 neurondlis

vdlaszok

A vilaszold neuronok tobb mint fele (n=20) aktivitdsit a "licking cluster" eldtt

valtoztatta meg ("before licking cluster" (BL) neuronok).

Excitdtoros "before licking cluster" sejtek

A fenti 20 neuron tobbsége (n=16) 0,2-1,0 s intervallumban a "licking cluster"-ek
kezdete el6tt maximélis aktivitdst mutatott (excitdtoros BL neuronok) (2. Abra, A.). Ez
utébbiak koziil 3 szintén valaszolt viz ivdsara, de nem volt szignifikdns kiillonbség a csapvizre
€s a cukoroldatra adott valaszok kozott. Valamennyi excititoros BL neuronra hasonld
valaszmintdzat volt jellemzd. A neuronok aktivdléddsa 0,6-1 szekundummal, a tiizelési
frekvencia maximuma pedig 0,6-0,3 szekundummal volt a "licking cluster"ek kezdete elott. A
neuronok aktivitdsa "licking cluster"-t megel6z6 0,2 masodperces iddintervallum alatt

visszatért az alapvonalra.

Inhibitoros "before licking cluster" sejtek
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A BL neuronok egy kisebb hanyada maximadlis gatlds ald keriilt a "licking cluster"-ek
kezdete elétt (inhibitoros BL neuronok) (2. Abra, B.). A valaszok idébeli lefutdsa hasonlitott
az excitdtoros BL neuronokéhoz. A neuronok maximadlis gitldsa a "licking cluster"-ek kezdete
elétti 1,2 szekundum és a "cluster" kezdete kozott volt. Ezen sejtek koziil egyik sem vélaszolt

vizre.

A "licking cluster"-ek alatt vdlaszolo neuronok

A vélaszol6 neuronok egy madsik jelentds csoportja (n=18) tiizelési frekvencidjit a

"licking cluster" kezdete utdn valtoztatja meg ("licking cluster" (LC) neuronok).

Excitdtoros "licking cluster" sejtek

Ezen neuronok tobbsége (n=11) novelte tiizelési frekvencijjat 0,3-1,2 szekundummal a
"cluster" kezdete utdn (excitdtoros LC neuronok) (2. Abra, C.). Csak egy excitatoros LC
neuron valaszolt csapvizre is, ezen sejt vizre, illetve cukorra adott vdlasza k6zott nem volt
szignifikdns kiilonbség. Valamennyi excitdtoros LC neuronra hasonld iddbeli lefutdsd
aktivalodas volt jellemzo, a tiizelési frekvencia novekedését 0,3-1,2 szekundummal a "cluster”
els6 nyaldsa utdn figyelhettik meg. A BL excititoros neuronokkal ellentétben a
megnovekedett tiizelési frekvencia lecsengése valtozatos volt. A neuronok tobbségének
aktivitisa 2 sec alatt visszatért az alapszintre. Két neuron szignifikdnsan megnovekedett

tiizelési frekvencidt mutatott a "licking cluster"-ek végéig.

Inhibitoros "licking cluster” sejtek

Az LC neuronok egy kisebb csoportja (n=7) csokkentette tiizelési frekvencidjat
cukoroldat ivdsa kozben (inhibitoros LC neuronok) (2. Abra, D.). Az LC excitdtoros
neuronokhoz hasonléan a vélasz kezdete konstans, a spontin tiizelési frekvencidra val6
visszatérés varidbilis volt. Csak egy inhibitoros LC neuron mutatott szignifikdns
aktivitdsvaltozast csapviz fogyasztdsira. Ez a neuron a szignifikédns tiizelésifrekvencia-

csokkenést viszonylag késon, a "licking cluster" 4. mdsodpercében érte el.
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2. Abra mPFC-neuronok
egysejtvalaszait abrazolo raszter
diagramok és esemény koriili
id6hisztogramok, cukorivds soran.
Az id6hisztogramok az 4tlagos
tiizelési frekvenciat abrazoljak.
Kiilonbozo "bin"-szélességet
alkalmaztunk a serkentd (0,1 sec)
és a gatlo valaszok (0,4 sec)
dbrazolasdhoz. A  szaggatott
vonalak az alapaktivitds (-10-tdl -
2 szekundumig) alapjan szamitott
99%-o0s konfidencia intervallumot
jelzik. A: Excititoros "before
licking cluster" neuron valasza.
B: Inhibitoros "before licking
cluster” neuron vélasza.
C: Excitatoros "licking cluster"

neuron valasza. D: Inhibitoros

"licking cluster" neuron vélasza.



Diszkusszio

A "licking cluster"-ek jelentosége

Ezen kisérletiinkben egysejtszinten elemeztiik az mPFC-neuronok aktivitasat folyékony
taplalék fogyasztidsa sordan (cukoroldat). A folyékony taplalékot a patkdny "licking"
magatartdssal fogyasztja el. Ez a magatartds egy komplex motoros tevékenység dltal valdsul
meg. A "licking"-ek "burst"-6kbe rendezddnek. A "licking burst"-6n belill a "licking"
frekvencia egy adott patkdnyndl csak sziik tartomdnyban véltozik és egy centrdlis motoros
mintagenerdtor miikodésének kovetkezménye. Ennek miikodését a nyelv oldalmozgésai
szakitjak meg, ami 250-500 ms hosszisaga "interburst” intervallumhoz vezet. Egy vagy tobb
"burst" "licking cluster"-t alkot, a "cluster"-eket 500 ms-nal hosszabb sziinetek valasztjdk el
egymastol (Davis és Smith, 1992; Gutierrez és mts., 2006). A "licking cluster" motivalt
magatartds (Gutierrez €s mts., 2006): a "cluster"-ek mérete é€s szdma a folyékony taplalék
izletességének fiiggvénye és a szatidcid sordn megvaltozik. Ezért jelen kisérletiinkben az
egysejtaktivitast a "licking cluster" fiiggvényében tanulméanyoztuk. Feltiin valaszok tipikusan
a "cluster" kezdete koriil jelentek meg, ezért részletesen a "cluster"-ek kezdetének kornyékét

elemeztiik.

A cukoroldat jelentosége

Az mPFC szdmos olyan agyteriilettel van 0Osszekottetésben, amely jutalmazdsi
mechanizmusokban jatszik szerepet: az orbitofrontalis kéreg, a ventralis tegmentalis area, a
hypothalamus és a nucleus accumbens (Beckstead, 1979). Ezen kiviil az mPFC azon
agyteriiletek kozé tartozik, ahol elektromos Oningerlés épithetd ki (Routtenberg, 1971). Az
OFC és az mPFC kozotti kétiranyd kolcsonds kapcsolat megszakitdsa a jutalom ize és helye
kozotti asszocidcié karosodasdhoz vezet (Schalomon és mts., 1994), ez arra utal, hogy az

mPFC a taplalékkal jutalmazott folyamatokban is szerepet jatszik (Petyko €s mts., 2009). Az
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mPFC kainat 1€zi6ja a kondiciondlt {zaverzié kiépitésének és retencidjanak deficitéhez vezet
(Hernadi és mts., 2000). S6t mi tébb, az mPFC extracellularis dopamin szintje emelkedett tj,
vagy izletes tapldlék fogyasztdsa sordn (Bassareo és Di Chiara, 1999a). A fent felsorolt
tényeket figyelembe véve feltételeztiik, hogy izletes tdpldlék fogyasztisa sordn az mPFC-
neuronok tiizelési mintdzata megvdltozik. Ezért ennek a kisérletnek a célja a neurondlis

vélaszok jellemzése volt egy jutalmazé folyékony tdp szabad fogyasztdsa sordn.

Szacharozspecifikus vdlaszok, a szachardzoldat, mint jutalom

A vizsgilt neuronoknak kb. a fele szignifikdnsan megvaltoztatta aktivitasat
szachar6zoldat fogyasztdsa sordn a "licking cluster" kezdetével Osszefiiggésben. Két f6
neuron csoportot kiillonboztettiink meg, a BL és LC neuronokat. Az itt leirt kisérlet alapjan
feltételeztiik, hogy a neurondlis valaszok a szachar6z jutalomra specifikusak, tekintettel arra,
hogy a neuronok tobbsége (38-bdl 33) a szachardz fogyasztisdhoz idézitve megvdltoztatta
aktivitasit. Ugyanezeknek a neuronoknak a tobbsége viz fogyasztdsa sordn nem valtoztatta
meg tiizelési frekvencidjat, bar 5 neuron jellegzetes vélaszt mutatott a vizivassal 0sszefiiggéen
és ezek a vialaszok a cukorivds sordn megfigyeltekhez hasonld jellegzetességeket mutattak.
Tekintettel arra, hogy 23 6rds vizmegvonas utin a patkanyok el6szor vizet ihattak (cukoroldat
fogyasztdsa elott) feltételeztiik, hogy az eldbbi 5 neuronban ugyanazok a mechanizmusok
jatszanak szerepet a neurondlis vdlaszok létrehozdsdban a viz ivdsa és a cukoroldat ivdsa
soran. A disszertdcidban bemutatott masik kisérletben (pavlovi szituacié, de ugyanazok az
oldatok és itatdk) a valaszok nem voltak specifikusak szachardzoldatra. Ebben a mdasodik
kisérletben, bar atlagosan a cukoroldatra adott vdlaszok nagyobbak voltak, a legtobb neuron
vizre is vdlaszolt. Bar ivas kozben, mindkét kisérletben a koriilmények azonosak, mégis a
kiilonbozo kisérleti elrendezés kovetkeztében a neuronok nagyobb vilaszt adnak vizre a

pavlovi szitudciéban.
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A jutalom predikcioja

Fent leirt elso kisérletiinkben, mar az elsé kisérleti iilések soran, a patkdnyok hamar
megtanultdk, hogy eldszor viz all rendelkezésre. Azt is megtanultdk, hogy miutdn a vizes
palackot kicseréltiik egy cukoroldatot tartalmazdra, az utébbi oldatbdl ihatnak a kisérleti iilés
végéig. Ennek kovetkeztében a patkanyok prediktdlhattdk a cukoroldat jutalmat attél az
id6ponttdl kezdve, hogy eldszor ihattdk ezt az oldatot egy kisérleti iilés sordn. Egy késleltetett
vélasz paradigmaban majom dorsolateralis PFC neuronok jutalomfiiggd aktivitasvaltozasokat
mutattak a késleltetési fazis alatt, és kimutattdk, hogy ezek a neuronok a meghatirozott
jutalom predikciéjdban jatszanak szerepet (Watanabe, 1996). Bar ebben a kisérletiinkben a
magatartdst nem manipuldltuk késleltetéssel a "cue" és a jutalom kozott, mégis
feltételezhetjiik, hogy az altalunk leirt BL neuronok legaldbbis részben a jutalom predikcidjat
reprezentdljdk. Az a tény, hogy miutdn a patkdnyok vizzel telitodtek, ittdk az izletesebb
cukoroldatot és, hogy ilyen koriilmények kozott a neuronok tobbségénél (33 neuron)
jellegzetes vélaszok jelentek meg (BL vagy LC), a jutalom mindségének a jelentdségére utal.
A fent idézett késleltetett vdlasz paradigmahoz viszonyitva az itt bemutatott szitudcidban a
patkdny mozgott az itatd irdnydba. Ezért a leirt védlaszok az itaté felé valé mozgéssal, vagy az
orientdcidval is Osszefiigghettek. Az itt leirt kisérlet alapjan nem donthetd el egyértelmiien,
hogy a BL neuronok részt vesznek-e a jutalompredikcidban, ez volt az egyik f6 kérdésiink a
disszertdcidban bemutatott masik kisérlet tervezése sordn, melyben pavlovi kondiciondlast

alkalmaztunk.

A "licking" mikrostruktirdja

Egy hasonld kisérletben, melyben a patkdnyok szacharézoldatot szabadon ihattak,
"lickig" magatartdssal Osszefiiggd aktivitdsvéltozast mutattak ki egysejtszinten a patkdny
OFC-ben (Gutierrez és mts., 2006). Ennek a cikknek megfeleléen a tiizelési mintizat
véltakozdsa az OFC-ben szorosan Osszefiigg a "lickig" magatartds mikrostruktdrdjaval a
folyékony tapldlék akaratlagos fogyasztdsa sordn. A mi eredményeink szerint a predikcidval

Osszefiiggd vélaszok az mPFC-ben hamarabb jonnek 1étre mint az OFC-ben az idézett cikk
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szerint (kb. -400 ms vs. -250 ms) Az OFC-ben kimutatott vilaszokkal szemben az altalunk
kimutatott aktivitdsvéaltozds ugy tiinik, hogy nem jatszik kozvetlen szerepet a "lickig"
mikrostruktirdjdnak organizdcidjdban mert: (i) nem volt olyan ritmikus tiizelési mintizat
megfigyelhetd, mely a "lickig" frekvenciat koveti; (ii) az mPFC-neuronok nem prediktaltak a
"licking cluster" végét; (iii) viz "lickig" el6tt nem volt prediktdlé aktivitdsvaltozas
megfigyelhetd, holott ez esetben a "licking cluster" inditdsa hasonld volt ahhoz, mint mikor a

patkanyok cukoroldatot ittak.

A cukoroldat izének jelentosége

A szacharézoldat kellemes ize és tdpértéke miatt nagymértékben preferdlt tapldléka a
patkdnynak kisérleti koriilmények kozott (Sclafani, 1988). Az iz (amit a koncentracid is
befolyéasol), a somatosensoros input és a posztingesztiv negativ visszacsatolds, mind fontosak
a szachar6zoldat fogyasztdsdnak a szabdlyozdsiban. Az iz és a somatosensoros inputok
azonnal megjelennek minden "licking cluster” alatt. A neurondlis informéci6 feldolgozasa,
amely az LC neuronokhoz kotédik, feltételezhetden a jutalom elfogyasztisit reprezentdljak,
igy konnyen elképzelhetd, hogy ezeken a neuronokon az oropharingealis stimulusok
(somatosensoros input), szdj- és ritmikus nyelvmozgds és a tiplalék jutalmazo értékével
Osszefiliggd izinformdacié konvergdl. A posztingesztiv szignidlok késdbb jonnek létre, ezek
befolyasolhatjak a taplalék fogyasztasat azaltal, hogy megrovidiilnek a "licking cluster"ek és
végiil a patkdny befejezi az ivast. A kisérleti iilések alatt a "licking cluster"-ek a
jollakottsdgnak megfelelden rovidiiltek de az egysejtvdlaszok a "cluster" ek kezdete koriil
nem valtoztak, ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a posztingesztiv szigndlok nem, vagy alig

befolydsoltdk az itt leirt valaszokat.
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Konklazio

Szabadon mozgd patkdnyon, az mPFC-ben el6szor mutattunk ki olyan neuronokat
melyek szacharézoldat szabad ivasa kozben BL és LC valaszokat adnak. Mindkét esetben
serkentd és gatld vélaszt adé neuronokat is kimutattunk. Feltételeztiik, hogy a BL. neuronok
valaszai a folyékony taplalékjutalom predikcigjaval kapcsolatosak (lasd masodik
kisérlet). Feltételezésiink szerint az LC neuronok valaszai a folyadékjutalom
elfogyasztasaval, kellemes izével, illetve jutalomértékével kapcsolatosak.

Tehit eredményeink igazoljdk, hogy a patkiny mPFC-neuronok a tapldlkozasi

magatartds jutalmazdassal kapcsolatos mechanizmusaiban jatszanak szerepet.
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Elektrophysiologiai kisérletek szabadon mozgoé patkanyon

modositott pavlovi kondicionalas soran

A neuronok aktivitdsanak valtakozasait a CS-sel és az aktudlis jutalommal kapcsolatban
pavlovi szitudcidban szdmos limbikus teriileten kimutattdk. A VTA dopaminerg sejtjei
vélaszolnak a CS alatt, ezek a valaszok a jutalom feltételezett értékével kapcsolatosak (Tobler
és mts., 2005), és a jutalompredikcié hibdjiat kédoljadk majomban (Fiorillo és mts., 2003;
Fiorillo, 2011) és rdgcsalokban (Schultz, 1998; Cohen és mts., 2012; Jo és mts., 2013). Ezen
kiviil majom centralis és basolateralis amygdaldban olyan neuronokat is kimutattak, amelyek
stimulus-jutalom kontingencidt, a jutalom elmulasztisdnak a rizik6jit, vagy a jutalom
idépontjanak hatarozatlansagat ("unpredictability") kodoljak (Paton és mts., 2006; Bermudez
€s Schultz, 2010). Patkdny BLA-ban a neuronok vélaszoltak kiilonb6z6 CS-ekre, amelyek a
jutalom sensoros (Nishijo és mits., 1998), illetve affektiv (Muramoto €s mits., 1993)
tulajdonsdgaival kapcsolatos informaciét hordoztak, egy tovabbi tanulmany szerint a
neuronok a jutalom vératlan kimaraddsdra vdlaszoltak (Roesch és mts., 2010). A vart
jutalommal kapcsolatos neurondlis valaszokat irtak le patkiny OFC-ben (Takahashi és mits.,
2009), cingularis kéregben (Bryden és mts., 2011) és striatumban (Stalnaker és mts., 2012).

A mPFC massziv bemenetet kap a VT A dopaminerg sejtjeibdl (Carter és Fibiger, 1977)
és kapcsolatban 4ll valamennyi struktdrdval, amelyek szerepet jatszanak az aktudlis
jutalommal kapcsolatos folyamatokban és/vagy a jutalom predikciéjaban (Beckstead, 1979;
Kolb, 1984; Gabbott és mts., 2006). Csak néhdny elektrophysiologiai kisérletben
tanulmanyoztdk az mPFC-neuronok szerepét tapldlékkal jutalmazott pavlovi szitudcidban
(McLaughlin és mts., 2002). Ebben a kisérletben kiilonb6z6 vélaszokat mutattak ki a
taplalékjutalommal tarsitott CS alatt. Az mPFC pavlovi szitudcidban betoltott szerepére utal,
hogy az mPFC inaktivaldsa csokkenti a pavlovi-instrumentdlis transzfert (Ishikawa és mits.,
2008) és a pavlovi-instrumentélis transzfer sordn a neuronok fokoztdk az instrumentalis
véalaszra adott aktivitdsvéltozast akkor, ha a vdlasz eldtt a jutalommal tarsitott CS-t
prezentaltak. Ez arra utal, hogy az mPFC a CS-hez kapcsolt motivicié reprezenticidjaban is
szerepet jatszik. Az elso kisérletiinkben leirtuk a taplalékjutalom elfogyasztdsaval kapcsolatos

egysejtvalaszokat (Petykd és mts., 2009). Egy djabb publikacidban leirtak, hogy az mPFC
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monitorozza a jutalom adagolasit, és vezérli annak elfogyasztasat, vagyis folyékony taplalék

esetében a "nyaldsi magatartdst” (Horst és Laubach, 2013).

Kérdéseink

Az€rt, hogy tanulmanyozzuk az mPFC jutalom predikciéban betoltott szerepét, mely a
stimulus-jutalom tarsitds kovetkezménye, vizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 folyékony
taplalékjutalmak egy reprezenticidja megtaldlhaté-e a neuronok valaszaiban (i) a kiilonb6z6
CS-ek alatt; (ii) a kondiciondlt valaszként megjelend megkozelitési magatartds alatt; (iii) az
US altal kivaltott "nyaldsi magatartds" alatt (consummatio); (iv) és, hogy vannak-e olyan CS

alatt védlaszol6 neuronok, melyeken a consummatio és a CR reprezenticidja is megjelenik.

A kisérlet rovid leirasa

Kérdéseink megvdlaszoldsara az elektrophysiologiai kisérlet szempontjainak megfeleld
kisérleti protokollt dolgoztunk ki. Az mPFC-neuronok aktivitasit egy modositott "trace"-
kondiciondlas alatt vizsgaltuk, amelyben a patkanyoknak két kiilonboz6é CS-t kellett
megkiilonboztetni ("differential conditioning"). Két kiilonb6zé hangot (CS) két kiillonbozo
jutalmazé US-sel tarsitottunk, cukoroldattal, illetve vizzel. Feltételeztiikk, hogy az itat
megkozelitése a US adas els6 masodperceiben egy CS dltal kivaltott kondicionalt valasz.
Adatokat csak Ilétrejott tanulds utdn gytjtottiink, a jutalom pedig minden "trial" alatt
rendelkezésre allt a kioltas elkeriilése érdekében.

Az elderdsitot (mely az adatgyiijtd rendszerrel allt Gsszekottetésben) a kisérleti iilés
kezdetén az elektréddkhoz csatlakoztattuk. Osszesen 24 kisérleti iilés sordn a két kiilonb6zé
jutalmat, az 5%-os cukor (szachar6z) oldatot, illetve a vizet két kiilonb6z6 hanggal tarsitottuk,
egy 16 kHz-es hangot cukoroldattal (CS1-US1), egy 8 kHz-es hangot pedig vizzel (CS2-
US2). A "trace"-kondiciondlds sordn minden "trial" idétartama 24 masodperc volt (2 sec CS,
1 sec "trace"-intervallum, 12 sec US). A 40 perces kisérleti iilések alatt a CS1-US1 illetve

CS2-US2 tarsitdsok véletlenszeriien véltakoztak (4. Abra).
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Modszerek

Kisérleti dllatok

A harom (400-500 g-os) kisérleti allatot az el6z6 kisérletben leirtak szerint tartottuk.

Elektroddk implantdldsa

Az elektrodékat az el6z6 kisérletben leirtak szerint implantaltuk.

Magatartdsi paradigma és berendezés

A magatartds €s "multiple unit" aktivitds mérését és rogzitését két hét felépiilési
periddus utdn kezdtiik el. A kisérleteket egy 40 x 40 cm-es hangszigetelt dobozban végeztiik a
vilagos peri6dusban. A doboz faldba egy 1 cm széles és 3 cm magas nyilast vagtunk. A
cukoroldat vagy a viz adagoldsara két mozgathatd palackos itatét hasznaltunk. Jutalom
adagolds sordn az egyik itatét szamitdgéppel vezérelt elektromégnes segitségével a nyilas elé
vittiik, ezéltal a patkany elérhette az itatocsovet.

Minden kisérleti iilés sordn a patkdnyok 23 h vizmegvonds utdn keriiltek a dobozba. Az
elsé két iilés alatt megtanultak inni az itatébdl. Az ezt kovetd iilésekben a két kiilonbozd
jutalmat, az 5%-os cukoroldatot, illetve a vizet két kiilonb6zd hanggal térsitottuk, egy 16 kHz-
es hangot cukoroldattal (CS1-US1), egy 8 kHz-es hangot pedig vizzel (CS2-US2). Fix
interstimulus intervallumot (24 sec) alkalmaztunk. A 2 mésodperces CS-t egy 1 mésodperces
"trace"-intervallum kovette ("trace"-kondiciondlds). Ezutdn kovetkezett a 12 mdsodpercig
tartd US. Egy kisérleti iilés alatt, mely 40 percig tartott 50-50 CS1-US1 illetve CS2-US2
tarsitas véletlenszerlien véltakozott. Amennyiben a patkanyok 5 percen keresztiil semmit sem
ittak, a kisérleti iilést befejeztiik. Az adatok gylijtése elott a patkdnyokat egy hétig
kondicionaltuk, az ezt kovetd Osszesen 24 kisérleti iilés adatait elemeztiik.

A "cue" hangokat audiofileok lejatszdsdval generédltuk a PC hangkdrtydja segitségével.
A magatartasi eszkozok vezérlését, a hangok és az itatdk szinkronizaldsat a Labcommander
software (Noted Bt. Hungary) segitségével végeztiik. A nyalogatdst az itatd csove és a
patkdny nyelve kozott atfolyo kis dram (100 nA) segitségével detektaltuk. Minden magatartési
eseménnyel kapcsolatban a magatartdst vezérld szamitégép a Labcommander program

segitségével TTL jeleket generdlt. A CS kezdetét, az itatd megjelenésének pillanatit és a
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"licking cluster"-ek kezdetét az adatgyiijté rendszer segitségével rogzitettik. A 32 bites
adatok legkisebb helyértékii bitjei tartalmaztdk a magatartdssal kapcsolatos eseményeket.
Ezaltal a magatartdssal kapcsolatos adatok és az elektrophysiologiai adatok szinkronizacidjat

ms pontossaggal biztositottuk.

Adatgyiijtés és "spike sorting"

A neurondlis aktivitds elektrophysiologiai vizsgilatdhoz a kisméretli, 32 csatornds
elderdsitdt (Noted Bt., Pécs, Magyarorszdg) a "microdrive"-on taldlhaté csatlakozd és
"interface board" segitségével az elektréddkhoz csatlakoztattuk. Az erdsitd beépitett
accelerométert is tartalmazott, mely a fej gyorsuldsat mérte. A tetrédok minden mozgatésit az
agyban a "microdrive" segitségével feljegyeztiik, késobb ennek alapjan a szovettani adatok
birtokdban rekonstrudltuk az elvezetési helyeket. A 8 tetréddal (32 csatorna) elvezetett
sz€lessdavu jeleket (0,1 Hz-10 kHz) és magatartdssal kapcsolatos TTL jeleket folyamatosan
rogzitettiik 32 bites formdtumban egy 24 bites 64 csatornds alacsony fesziiltségii (£1,5 mV)
AD konverter segitségével (LVC-64, Noted Bt., Pécs, Hungary). A térolt szélessavi adatokat
offline digitdlisan szirtik (0,8-5 kHz). Automatikus kiiszobdetektdlds utdn kigyijtottik a
"spike"-okat ("power" 5-szor nagyobb mint az alapvonal standard deviicidja). A jobb "spike
sorting" érdekében a "spike"-okat, a mintavételezés elméletét felhaszndlva (Bankman és mts.,
1993) kétszeres (37,5 kHz) mintavételezési frekvencidval djramintavételeztiik €s a csicsuk
szerint szinkronizaltuk (Csicsvari és mts., 1998). Egy "spike" éltaldban a tetr6d mind a négy
csatorndjain  megjelenik  kiillonb6z6  amplitid6jd  hulldimformaként.  Csatornanként
meghatdroztuk principdlis komponens analizissel (PCA) a hullimformédk elsé hirom
principalis komponensét. gy minden "spike"-hoz egy 12 (4 tetréd x 3) dimenzids "feature"
vektort rendeltiink (Abeles és Gerstein, 1988; Csicsvari és mts., 1998). A feltételezhetden az
egyes neuronokhoz tartozé "spike"-okat a "feature" vektorok alapjdn el6szor egy automatikus
klaszteranalizissel vdlogattuk szét a KlustaKwik software segitségével (Harris és mts., 2000).
Ezutin az igy kapott klasztereket egy grafikus klaszterezd program segitségével ellendriztitk
és tovabb finomitottuk. Az egyik klaszterezési hiba az, hogy egy adott klaszter tobb
idegsejttol szarmazd "spike"-okat tartalmaz. Ennek kikiiszobolése érdekében csak olyanokat
fogadtunk el (a Klusters sofware segitségével), amelyeknél az autokorrelogramm koézepén egy
egyértelmil, 3 ms-nal nagyobb abszolut refrakter fazist jelzd, szimmetrikus rés taldlhat6 és a
klaszter grafikus &brazoldasa egy jol koriilhatarolhaté ovalis "felh6t" eredményez. Az

automatikus klaszterezés egy masik hibdja a tdlklaszterezés, ami azt eredményezi, hogy egy
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idegsejtbol szarmazo "spike"-ok tobb kiilonbozo klaszterbe keriilnek, ezeket 6ssze kell vonni.
Az 0sszevonand¢ klaszterek konnyen felismerhetdek a Klusters software segitségével (Hazan
és mts., 2006) mely a tetréd valamennyi klaszterének auto- és keresztkorrelogrammjat
dbrazolja. Ha a két klaszter auto- és keresztkorrelogrammja hasonld, emellett a jelalakok is
hasonloéak, akkor a két klaszter egybetartozik.

A sokcsatornds adatgylijtd rendszer haszndlata sordn gyakran el6fordul, hogy néhdny
csatorndn nagy zaj figyelhetd meg, az is lehetséges, hogy az innen szidrmaz6 adatok
értékelhetetlenek. Ilyenkor fontos a hiba okdnak minél gyorsabb kideritése. Ezért a rendszer

teszteléséhez 32 csatornds jelgeneratort hasznédltunk (Méthé és mts., 2007).

Adatok elemzése

Az adatok offline elemzését, raszterplotok és esemény koriili idShisztogramok ("peri-
event time histogram", PETH) kirajzoldsat és statisztikai elemzését Matlab software illetve
linux shell scriptek segitségével végeztiik.

Az idében a CS-ekhez, illetve a "licking cluster'-ekhez kapcsolt egysejtvélaszok
detektdldsira a PETH-eket hasznéltuk. A "licking cluster" egy olyan nyalogatdsi sorozat,
amelyben az egyes nyaldsok kozotti intervallum kisebb mint 0,5 masodperc (Davis és Smith,
1992). A CS kezdetéhez viszonyitottuk a CS-re adott vilaszokat, illetve az ezt megel6z6
figyelemmel kapcsolatos vélaszokat. A "licking cluster"-eket kozvetleniil megeldz6 és ezek
kezdetével idOben kapcsolt neurondlis vdlaszokat szintén elemeztilk, ennek alapjan
meghataroztuk a CS 4ltal kivaltott kondiciondlt valaszra, konkrétan az itatd6 megkozelitésére
adott idegi aktivitasvaltozdsokat. Tovabba elemeztiik a "licking cluster"-ek alatti vdlaszokat,
ezek a folyadék jutalom consummatiojaval kapcsolatosak.

Minden PETH-ban a 0 idépont az adott esemény kezdetét jelentette. Tekintettel arra,
hogy a figyelem vagy mozgas moduldlhatta a neuronok tiizelési frekvencidjat, a CS kezdethez
viszonyitott (-6)-tdl (-4) masodpecig terjed6 id6szakaszt haszndltuk kontroll periédusnak. A
jutalmat prediktdlé hang alatti neurondlis aktivitds valtozdsdnak detektdldsira a CS
kezdetéhez viszonyitott 0-t6l 2 s-ig terjedd iddintervallumot hasznaltuk teszt periddusnak. A
"licking cluster"-ek kezdetéhez viszonyitott (-2)-t6l O s-ig terjedd iddintervallumot haszndltuk
teszt periddusnak a kozvetleniil a "licking cluster'-eket megel6z6 neurondlis valaszok
detektdldsira, a 0-t6l 5 s-ig terjedd iddintervallumot pedig a "licking cluster"-ek alatti
valaszok detektalasara. A PETH-eket 0,2 s-os "bin"-mérettel szamoltuk ki. Minden "bin"-hez

meghataroztunk egy z-értéket feltételezve, hogy az elvart tiizelési frekvencia (kontroll
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periddus alapjan) Poisson eloszldst mutat. Amennyiben a teszt periddus alatt a z-érték
legalabb 3 egymast kdvetd "bin"-ben 22,36 vagy <(-2,36), akkor a neuront az adott eseményre
vélaszolonak tekintettik p<0,01 szinten (Totah és mts., 2009). A populdcids aktivitds
elemzéséhez a vélaszol6 neuronok z-értékeit atlagoltuk, illetve varianciaanalizist végeztiink.
Ezt megeldzden az eltérd "trial"-szamok hatdsanak kikiiszobolésére a z-értékeket korrigaltuk.
Kétfaktoros ANOVA-t végeztink id6 és "trial"-tipus illetve szituaciéo faktorokkal.
Szignifikdns hatdsnak azt fogadtuk el, ha p<0,01 érték volt. Amennyiben sziikséges volt
Tukey HSD tesztet alkalmaztunk post hoc tesztnek (p<0,05).

Vizsgaltuk tovdbbd, hogy a nyalogatds moduldlja-e a neuronok tiizelési frekvencidjat.
Ehhez 10 ms-os "bin"-szélességli PETH-eket generdltunk. A kontroll periddus a nyalds
kezdete el6tti 50 ms, a teszt periddus pedig az ez utdni 50 ms volt.

A patkédnyok a "licking cluster"-ek el6tt hatdrozott mozdulattal megkozelitették az itatot.
Ezt a potencidlisan kondiciondlt védlaszként (CR) megjelend megkozelitési magatartist a
patkdny fején taldlhaté gyorsuldsmérd segitségével mértiik. Meghatdroztuk a palack
megkozelitése alatti maximdlis gyorsuldst és az igy kapott értékeket egyfaktoros ANOV A-val
elemeztiik (p<0,01). Tukey HSD tesztet alkalmaztunk az egyes szitudciok kozotti szignifikdns

kiillonbségek detektalasara (p<0,05).

Szovettani érékelés

A kisérletek végén a patkdnyokat urethannal (3 g/kg) tdlaltattuk, transcardialisan
perfundaltuk és az agyakat a koponyabdl kivettiik. Negyven pm vastagsdgd metszeteket
készitettiink, ezeket toluidinkékkel festettiik. A festett metszeteket lefényképeztiik, majd ezek

alapjdn az elektréddk pozicidjit és az elvezetési helyeket rekonstrudltuk (Nikon Optiphot2).
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Eredmények

Szovettan

A nyolc "tetr6d" elektréda a Bregma ponthoz viszonyitott anterior-posterior 2,2-t6l 3,2
mm-ig terjedd tartomdnyban volt Paxinos és Watson atlasza szerint (Paxinos és Watson,
1996). A rekonstrudlt elvezetési helyeket a 3. dbrdn lathatjuk. Valamennyi elvezetési hely a
prelimbicus area (PL) III-IV rétegeiben volt vagy az anterior cingularis area (aCg) és a PL

hatdran. (Bregma AP: 2,2-3,2; DV: 3,2-4,4; ML: 0,45-1,1).

3. Abra Tetr6d elektrédak sziircsatorndi és elvezetési helye. Mind a négy implantalt patkdny
szurcsatorndit egy frontdlis metszetre vetitettilk (Bregma 2,7) (Paxinos és Watson, 1996). A
szurcsatorndk maximaélis anterior-posterior eltérése 0,5 mm volt. Az elvezetési helyeket jelolo
pontokat mikroszképos elemzés alapjan rekonstrudltuk figyelembe véve az elektrodak
mozgatasat. Valamennyi elvezetési hely a Bregma AP: 2,2-3,2; ML: 0.45-0,11; DV: 3,244
tartomdnyban volt (Paxinos és Watson, 1996) aCg, anterior cingularis cortex; IL,

infralimbicus cortex; M2, masodlagos motoros cortex; PL, prelimbicus cortex.
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A fej gyorsuldsa a megkozelitési magatartds alatt

A megkozelitési magatartast a "licking cluster"-eket kozvetleniil megel6z6 fej gyorsulds
mérésével kvantifikaltuk ("first lick"-hez viszonyitva (-1)-0,5 s). A palack megkdozelitése, a
"first lick" id6pontjdnak megfeleléen gyakran az US adagolds (itatd elérhetd) elsd 2
masodpercében tortént (korai megkozelités). Az ennél késobb torténd megkozelitések
id6pontja széles hatdrok kozott véltozott 2-12 s-ig, vagyis 2 s-tdl az US adagolds végéig.
Ezeket a késobb torténd megkozelitéseket tovabb felosztottuk késoén torténd elsod
megkozelitésekre (kései megkozelités) és a "lickig cluster"-ek kozotti megkozelitésekre
(intercluster megkozelités). A megkozelités fent meghatarozott 3 tipusa a 2 kiillonbozé US
tipussal (cukoroldat és viz) 6 kiilonbozd szitudcidt eredményezett. Az egyfaktoros ANOVA
szignifikdns f6 hatdst mutatott a szitudci6 faktor kovetkeztében (F(5,417)=48.72, p<0.0001).
A kiilonb6z0 szituacidk paros Osszehasonlitisira a Tukey-féle HSD tesztet hasznaltuk. A 4.
C. Abrin j6l megfigyelhetd a két US tipus kozotti szignifikans kiilonbség a korai
megkozelitések sordn. A gyorsuldsok az intercluster megkozelitések alatt voltak a
legkisebbek, ez esetben nem volt szignifikdns eltérés az US tipusok kozott. Cukoroldat-
jutalom esetében szignifikdns kiilonbség volt a korai megkozelités és a két késobbi

megkozelités kozott. Hasonld kiilonbségeket taldltunk a viz esetében is.
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Az id6 a licking cluster’-ek kezdetéhez viszonyitva kozelité:

4. Abra Kisérleti elrendezés és fejgyorsulds a korai, kései és intercluster megkozelitések
soran. A: A kisérleti elrendezés sematikus dbrdja. A viz CS-t mindig egy 8 kHz-es hang eldzte
meg, a cukoroldat-jutalmat pedig egy 16 kHz-es hang. A stir(i fiiggbleges vonalak a jutalom
ideje alatt a "licking cluster"-eket jelképezik, az ezt megel6z6 iddszakasz alatt voltak a
kiilonbozo megkozelitések. B: Reprezentativ fejgyorsulasi gorbék a korai megkozelités sordn.
Amikor a patkdny elérte az itatécsovet a fejgyorsulds elérte a maximalis értéket. C: A
fejgyorsuldsi adatok statisztikus értékelésének dbrazoldsa. Szignifikans kiilonbség figyelhetd
meg (Tukey-féle HSD teszt) a fejgyorsuldsok kozott a kiillonbozé jutalmak felé (korai és kései

megkozelités). Mindkét jutalom esetében szignifikdns kiilonbség volt a megkozelitési

S #.+ . s
szituaciok kozott (korai, kései és intercluster). p<0,05, ha a korai megkozelitést

hasonlitottuk ssze a késébbi megkozelitésekkel. * p<0,05, ha a cukoroldat megkozelitését

hasonlitottuk Ossze a viz megkozelitésével.
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Neurondlis valaszok

Osszesen 211 kiértékelt neuron koziil 120 (56%) vélaszolt legaldbb egy eseménnyel
kapcsolatosan (1zI>2,36; p<0,01). Szamos neuron tobb kiilonbdzo eseménnyel kapcsolatban is

valaszolt.

Neurondlis vdlaszok a CS-ek alatt

Negyvenegy neuron (19%) valaszolt a CS hangok alatt. A CS-ek alatti
tiizelésifrekvencia-valtozdsokat a "trial"-tipusok szerint (CS1-US1, illetve CS2-US2) és
aszerint elemeztiik, hogy ivott-e a patkdny az adott "trial" alatt. A két kiillénbozo "trial"-tipus,

€s, hogy a patkdny ivott-e vagy sem, 4 kiillonb6z6 szitudciét eredményezett.

Egysejtvdlaszok

A CS-ek alatt valaszol6 neuronok koziil 27 fokozta a tiizelési frekvencidt a cukoroldatot
vagy vizet prediktdlé hangok alatt (5. Abra, A-D). Ebbél a 27 neuronbél 24 csak akkor
valaszolt, ha ezt kovetden az adott "trial" alatt a patkany ivott a prediktalt jutalombol (5. Abra,
A. és B.). Tizenhat neuron mindkét "cue" hangra vélaszolt, 8 neuron csak a cukrot prediktalé
hangra, 3 csak a vizet prediktdlé hangra adott szignifikdns vélaszt. Az el6bbi 27 neuron koziil
12 nem csak a jutalmat prediktdlé hang alatt, hanem a "licking cluster”, vagyis a jutalom
elfogyasztdsa alatt is szignifikdns (serkentd vagy gétld) valaszt adott.

Egy kisebb neuroncsoport (14) csokkentette a tiizelési frekvenciat a cukoroldatot vagy
vizet prediktdlé hangok alatt (5. Abra, E-H). Ezek koziil 11 csak akkor valaszolt a CS-re, ha
ezt kovetden az adott "trial" alatt a patkdny ivott a prediktalt jutalombdl (5. Abra, E. és F.).
Hét neuron mindkét CS-hangra vialaszolt, 2 csak a cukoroldatot prediktalé hangra, 5 pedig
csak a vizet prediktdl6 hangra védlaszolt. A fenti 14 neuron koziil 6 kiilonb6z6 valaszokat adott

a "licking cluster"-ek alatt.
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Populdcios aktivitds

Az 5. I. Abra annak a 27 neuronnak a populdciés aktivitdsat abrizolja, amely
szignifikans tiizelésifrekvencia-novekedéssel valaszolt legalabb egy CS-re. Azon "trial"-
tipusok alatt, amikor a patkdnyok ittak a prediktalt jutalombdl, a z értékek atlagaban egy
hatdrozott meredek emelkedés figyelhetd meg a CS kezdetét kovetden. A populicids valasz
nagyobb volt a cukoroldatot prediktdlé CS alatt. Azon "trial"-ek alatt, amikor a patkdnyok
ittak a prediktalt folyadékbdl a CS-re adott populdcids vilasz egyértelmiien nagyobb volt
ahhoz képest, mint amikor nem ittak, ez esetben a CS-ek alatti populdcids aktivitds alig
kiilonbozott az alapvonaltdl. A kétfaktoros ANOVA szerint szignifikdns hatdsa volt az idd
faktornak (F(19,2080)=17,19, p<0,0001) és a "trial"-tipus faktornak (F(3,2080,=73,66;
p<0.0001). Ezen kiviil szignifikdns interakcié volt az id6 és "trial"-tipus faktorok kozott
(F(57,2080)=4,36, p<0,0001). A Tukey-féle HSD teszt szignifikans kiilonbséget mutatott
azon "trial"-tipusok kozott, amikor ittak cukoroldatbol, vagy vizbdl, és amikor nem ittak a
prediktalt jutalombdl. Ezen kiviil, amikor az éallatok ittak, szignifikdns kiilonbség volt a
kiilonbozo jutalmakat prediktalé CS-ekre adott valaszok kozott.

Az 5. J. Abra azon 14 neuron populdciés aktivitasit dbrizolja, melyek szignifikdns
tiizelésifrekvencia-csokkenéssel vélaszoltak legalabb egy CS-re. A serkentd valaszt mutatd
neuronokhoz képest a gitld sejtek populdcids aktivitdsa folyamatosan csokkent a CS-t
megeldzd két masodpercben. Nem lathaté kiillonbség azon "trial"-tipusok kozott, amikor a
patkdnyok cukoroldatot, és amikor vizet ittak. A serkentd neuronokhoz hasonléan nagyobb
volt a populdcids aktivitds azon "trial"-ok alatt amikor a patkdnyok ittak a prediktalt
jutalombdl. A kétfaktoros ANOVA szerint szignifikdns hatdsa volt az id6 faktornak
(F(19,1040)=14.77, p<0,0001) és a "trial"-tipus faktornak (F(3,1040)=63.17, p<0,0001). Az
id6 és a "trial"-tipus kozott szignifikdns interakcid volt (F(57,1040)=3,95, p<0.0001). A
Tukey-féle HSD teszt szignifikdns kiillonbséget mutatott azon "trial"-tipusok kozott amikor
ittak cukoroldatot vagy vizet, €s amikor nem ittak a prediktilt jutalombdl. A serkentd
neuronokkal ellentétben, amikor ittak a jutalombdl, nem volt kiilonbség a kiillonb6z6

jutalmakat prediktalé CS-ekre adott vdlaszok kozott.
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5. Abra Szacharézoldattal, illetve vizzel tarsitott CS-ek alatti egysejtvalaszok (A-H) és
populdcids vélaszok (I-J) patkdny mPFC-ben. Raszterdiagramok és esemény koriili
id6hisztogramok (0,2 s "bin"-szélesség) két neuron jellegzetes serkentd (A-D) és gatld
valaszait (E-H) dbrazoljdk (t=0: a CS kezdete). Azoknak a "trial"-eknek az 4brdi amikor volt
consummatio (A, B, E és F), illetve azoké, amikor nem volt consummatio (C, D, G és H). A-
H: a raszterdiagramok minden sora egy "trial"-nek felel meg, egy pont pedig egy akcids
potencidlnak. Az esemény koriili id6hisztogramok az dtlagos tiizelési frekvenciat dbrazoljak
200 ms-os "bin"-szélességgel. A CS alatt serkentd vdlaszt adé neuronok populaciés aktivitisa
(I) és gatld valaszt ad6é neuronok populécids aktivitdsa (J). Nagyobb serkentd populdcids
aktivitds figyelhetd meg a cukoroldat ivdsa sordn mint a viz ivdsa sordn (I). Nagyobb a
populédcids aktivitds, ha volt consummatio, a két jutalom kozotti kiilonbség csak ebben az
esetben figyelheté meg. A gatlé populacids aktivitds estében (J) nincs szignifikans kiillonbség
a két oldat tekintetében. Szignifikdnsan nagyobb a populdcids aktivitds csokkenése, ha volt
consummatio (J). Az I és J abrak esetében a sziirke sdvok alatti vonalak a valaszol6 neuronok

normalizalt atlagat abrazoljak. A sziirke savok a s.e.-t adjak meg.
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A "licking cluster"-ek kezdetéhez idoben kapcsolt és ezeket kozvetleniil megel6z0 neurondlis

vdlaszok

Valamennyi (211) vizsgélt neuron koziil 56 (26,5%) véltoztatta meg tiizelési

frekvencidjat kozvetleniil a "licking cluster"-ek elott.

Egysejtvdlaszok

Osszesen 30 (14,2%) neuron szignifikdnsan novelte a tiizelési frekvenciat kozvetleniil a
"licking cluster"-ek eldtt (-2-0 s; 6. Abra, A. és B.). A 30 neuron koziil 12 mindkét jutalmat
megelézden vdlaszolt, 13 csak a cukoroldat ivdsa el6tt, 5 pedig csak viz ivésa eldtt. A 30
neuron koziil 14 kiilonbdzd valaszokat adott a "licking cluster”-ek alatt.

Hasonlé részardnyban, 26 (12,3%) neuron szignifikdnsan csokkentette a tiizelési
frekvenciat kozvetleniil a "licking cluster"-ek elétt (-2-0 s; 6. Abra, C. és D.). A 26 neuron
koziil 15 mindkét jutalmat megel6zden vélaszolt, 8 csak a cukoroldat ivdsa elétt, 3 pedig csak
viz ivdsa eldtt. A neuronok tobbsége, 26 neuron koziil 22, kiilonbozo, tobbnyire gatld

vélaszokat (20 gétl6; 2 serkentd) mutatott a "licking cluster”-ek alatt.

Populdcios aktivitds

A 6. E. Abra a "licking cluster"-eket kozvetleniil megeldz6en serkenté egysejtvélaszt
mutaté 30 neuron populiciés aktivitdsat abrazolja. A populaciés vialasz nagyobb volt
amennyiben a patkdnyok cukoroldatot ihattak mint vizivés el6tt. A kétfaktoros ANOVA az
id6 faktor (F(19,1160)=22,43, p<0,0001) és a "trial"-tipus (F(1,1160)=28,25, p<0,0001)
szignifikdns hatdsat mutatta. Ezen kiviil szignifikdns interakcié volt az id6 és "trial"-tipus
faktorok kozott (F(19,1160)=1,96, p<0,01).

A 6. F. Abra a "licking cluster'-eket kozvetleniil megelézéen gitlé egysejtvalaszt
mutaté 26 neuron populdcids aktivitdsit dbrdzolja. A kétfaktoros ANOVA az id6 faktor
(F(19,1000)=22,43, p<0,0001) szignifikdns hatdsat mutatta. Nem volt szignifikdns hatdsa a
"trial"-tipusnak, és nem volt szignifikans interakcio.

A gitld neuronok populdcids aktivitdsit Ujra elemeztik miutdn a "trial"-tipusokat

felosztottuk aszerint, hogy a "licking cluster'-ek kezdete az US-adagolds elsé 2
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masodpercében volt-e (korai szituiciok) vagy késobb (kései/intercluster szituicidk). Ez
esetben szignifikdns hatdsa volt az id6 faktornak, de nem volt szignifikdns hatdsa a "trial"-
tipusnak, és nem volt szignifikans interakcio.

A fent leirt serkentd populacids aktivitds és a fejgyorsulds kapcsolatdnak elemzéséhez a
"licking cluster"-ek kezdetét felosztottuk a fej gyorsuldsdnak elemzéséhez hasznalt 6 szituiciod
szerint. A neuronoknak csak egy kisebb csoportjit lehetett bevonni ebbe az elemzésbe, ezért a
Tukey-féle HSD teszt nem mutatott adekvat szignifikdns eltérést a kiilonbozd szitudcidk
kozott.

Ezért vizsgéltuk a serkentd populdcids aktivitdst egy kiilon analizisben, amelyben csak
két fazist kiilonitettiink el, aszerint, hogy a "licking cluster"-ek kezdete az US adagolas elsd 2
masodpercében volt-e (korai szitudciok) vagy késobb (késeifintercluster szitudcidk). (7.
Abra). A két megkiilonboztetett fazis a 2 US-tipussal (cukoroldat vagy viz) 4 kiilonbozo
szitudciét eredményezett. A kétfaktoros ANOVA szerint szignifikdns hatdsa volt az idd
(F(19,2320)=38,16; p<0,0001) és a szituicié faktoroknak (F(3,2320)=9,86; p<0,0001). A
négy kiilonb6z6 szitucié 6sszehasonlitdsara a Tukey-féle HSD tesztet hasznaltuk. A két korai
szitudciot 0sszehasonlitva szignifikdns kiilonbség volt az US tipusok kozott. Ehhez hasonléan
a kései/intercluster szitudcidkat dsszehasonlitva szintén szignifikdns kiilonbség volt a két US-
tipus kozott. A magatartdsi eredménnyel ellentétben nem volt kiillonbség a korai és
kései/intercluster szitudcidk kozott, ha a patkdny cukoroldatot ivott. Ehhez hasonléan nem

volt kiilonbség a korai és kései/intercluster szituacié kozott, ha a patkany vizet ivott.
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6. Abra A "licking cluster"-eket kdzvetleniil megel6zd egysejtvilaszok (A-D) és populicios
valaszok (E és F) patkiny mPFC-ben. Raszterdiagramok és esemény koriili id6hisztogramok
(0,2 s "bin"-szélesség) két neuron jellegzetes serkentd (A és B) és gatld vélaszait (C és D)
abrazoljak (t=0: a "licking cluster" kezdete). A és C: egysejtvalaszok cukor ivdsa sordan, B és
D: ugyanazon sejtek vélaszai viz ivdsa sordn. A-D: a raszterdiagramok minden sora egy
"trial"-nek felel meg, egy pont pedig egy akcids potencidlnak. A horizontdlis sziirke vonalak a
CS-ek pontos idozitését adjak meg. Az esemény koriili idohisztogramok az atlagos tiizelési
frekvencidt dbrdzoljak 200 ms-os "bin"-szélességgel. A "licking cluster"-eket megel6zden
serkentd vdlaszt add neuronok populdcids aktivitisa (E) és giatlé vdlaszt adé neuronok
populécids aktivitasa (F). Nagyobb serkentd populdcids aktivitas figyelhetd meg a cukoroldat
ivasa el6tt mint a viz ivésa el6tt (E). Nincs szignifikdns kiilonbség a gatlé populdcids aktivitas
esetében (F). Az E és F Abrakon a sziirke sdvok alatti gorbék a valaszolé neuronok

normalizalt 4tlagat dbrazoljak. A sziirke sdvok a s.e.-t adjak meg.
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7. Abra Valamennyi, az itaté6 megkozelitése alatt (kdzvetlenill a "licking cluster"-ek eldtt)
véalaszol6 neuron valaszaibdl kalkuldlt populaciés valaszok statisztikai értékelése.
Amennyiben a "licking cluster" kezdete a jutalom adagoldsanak els6 2 mésodpercében volt,
az ezt megel6z0 megkozelitést korai megkozelitésnek tekintettiik. Valamennyi késdbbi
megkozelitést egy szitudcidonak (kései/intercluster) tekintettiink. Mindkét szitudciéban (korai,
illetve kései/intercluster) szignifikdns kiillonbség figyelhetd meg a kiilonb6z6 jutalmak

(cukoroldat, illetve viz) felé¢ iranyulé megkozelitések alatti populdcids valaszok kozott, de
nem volt kiilonbség a szituiciok tekintetében. * p<0,05, ha a cukoroldat megkozelitése alatti

populécids vélaszokat hasonlitottuk 0ssze a viz megkozelitése alattival.
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A "licking cluster"-ek alatt vdlaszolo neuronok

Az Osszes vizsgilt neuron jelentds hdnyada, 211-bdl 80 (38%) vdltoztatta meg tiizelési

frekvencidjat a "licking cluster"-ek alatt.

Egysejtvdlaszok

Az ivas alatt vélaszolé 80 neuron koziil 33 (15%) novelte tiizelési frekvencidjat (8.
Abra, A. és B.). A 33 neuron koziil 14 minkét jutalomra valaszolt, 9 csak akkor, amikor a
patkdny cukoroldatot ivott és 10 csak akkor, amikor vizet ivott.

Osszesen 47 neuron (22%) csokkentette tiizelési frekvencidjat (8. Abra, C. és D.). A 47
neuron koziil 28 minkét jutalomra vélaszolt, 12 csak akkor, amikor a patkdny cukoroldatot

ivott és 7 csak akkor, amikor vizet ivott.

Populdcios aktivitds

A 8. E. Abra a fenti 33 serkentd valaszt mutaté neuron populdciés aktivitdsat abrazolja.
A populiciés aktivitds magasabb volt a "licking cluster'-ek alatt, amikor a patkdnyok
cukoroldatot ittak. A kétfaktoros ANOVA szerint szignifikins hatdsa volt az id6
(F(34,2240)=8,81, p<0,0001) és a "trial"-tipus (F(1,2240)=31,82 p<0,0001) faktoroknak, de
nem volt szignifikans interakcio.

A 8. F Abra a 47, gitlé vilaszt mutaté neuron populdciés aktivitdsat dbrazolja.
Szignifikdns hatdsa volt az id6 (F(34,3220)=50,53, p<0,0001) és a "trial"-tipus
(F(1,3220)=71,26, p<0,0001) faktoroknak, de nem volt szignifikans interakcid.
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8. Abra A "licking cluster"-ek alatti egysejtvalaszok (A-D) és populaciés vilaszok (E és F)
patkdny mPFC-ben. Raszterdiagramok és esemény koriili idéhisztogramok két neuron
jellegzetes serkentd (A és B) és gitld valaszait (C és D) dbrazoljak (t=0: a "licking cluster"”
kezdete). (A és C) egysejtvdlaszok cukor ivésa sordn, (B és D) ugyanazon sejtek vdlaszai viz
ivdsa sordn. (A-D) a raszterdiagramok minden sora egy "trial"-nek felel meg, egy pont pedig
egy akcids potencidlnak. Az esemény koriili idéhisztogramok az atlagos tiizelési frekvenciat
abrazoljadk 200 ms-os "bin"-szélességgel. A "licking cluster"-ek alatt serkentd valaszt add
neuronok populécids aktivitdsa (E) és gatl6 valaszt ad6 neuronok populacids aktivitasa (F). A
serkentd és a gitld vdlaszokndl egyardnt nagyobb populdcids vélasz figyelhetd meg a
szachardzoldat ivdsa alatt mint a viz ivdsa alatt. Az E és F dbrdkon a sziirke sdvok alatti
vonalak a vélaszol6 neuronok normalizalt atlagat abrazoljak. A sziirke sdvok a s.e.-t adjak

meg.
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A "licking" ritmussal moduldlt neuronok

A 211 vizsgalt neuronbdl 19-nél (9%) minden egyes "lick" kezdete koriil a tiizelési
frekvencia modulédcigjat figyelhettiik meg. Tizenkét neuron a tiizelési frekvencia novekedését
mutatta kozvetleniil a "lick" kezdete utan, 7 neuron a tiizelési frekvencia csokkenését mutatta.
A fenti 19 neuron koziil 2 vélaszolt a cue hangokra, 2 a "licking cluster"-ek elétt, 3 pedig a

"licking cluster"-ek alatt.

Diszkusszio

Szamos megfigyelés arra utal, hogy az mPFC részt vesz a tapldlkozasi magatartas
szabdlyozasaban (Kolb, 1984; Petyk6 és mits., 2009; Galosi és mts., 2015). Neurokémiai
adatok arra utalnak, hogy az mPFC a dopaminerg beidegzése éltal fontos szerepet jitszik a
taplalkozdsi magatartds olyan mechanizmusaiban amelyek a jutalmazdssal kapcsolatosak
(D'Angio és Scatton, 1989; Bassareo és Di Chiara, 1999a; Bassareo és mts., 2002). Azon
cikkek tobbségében, melyek az mPFC jutalompredikcidéval kapcsolatos funkciondlis
jellegzetességeivel foglalkoznak, tapldlékjutalmat és az instrumentdlis kondiciondlds
paradigmdt haszndltdk. Természetes koriilmények kozott egy instrumentdlis szitudcidban
gyakran létrejon a pavlovi kondiciondlds is. Az igy kialakuld tanulds modosithatja az
instrumentdlis teljesitményt. Egy ilyen helyzetben nehezen éllapithaté meg, hogy mi az, ami a
kornyezeti stimulusok hatdsdaval kapcsolatos (pavlovi kondiciondlds), €s mi az, ami a
cselekvés és a valasz kozott 1étrejove asszocidcidval kapcsolatos (instrumentdlis
kondiciondlas). Ugyancsak bonyolult annak a megallapitdsa, hogy a két kiilonbozo tanulas,
milyen mértékben befolydsolja az aktualis magatartast.

Az itt bemutatott kisérletiinkben az mPFC-neuronok vélaszait vizsgaltuk egy folyékony
taplalékkal jutalmazott pavlovi "trace"-kondiciondlds sordan. A vizsgdlt neuronok jelentds
hanyada véltoztatta meg tiizelési frekvencidjat a pavlovi kondiciondlds kiilonboz6 fazisai alatt,
a jutalmat prediktalé hangok alatt (CS), a megkozelitési magatartds (CR) és a consummatio
alatt (US). Serkentd és gatlé valaszmintdzatokat is megfigyeltiink. A populacids aktivitds

elemzésével kimutattuk, hogy a neuronok diszkrimindltak a CS-ek, a CR-ek és az US-ek
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kozott. A serkentd vélaszt ad6 neuronok nagyobb populécids valaszt mutattak a cukoroldattal
kapcsolatosan, nagyobb volt a vdlasz a cukrot prediktdlé CS alatt, az itaté megkozelitése alatt
(CR) és a cukoroldat ivdsa alatt. Ezen tilmenden azon neuronok egy szubpopuldcidja,
amelyek az US alatt is védlaszoltak, fenntartottdk aktivitdsukat a CR és/vagy az US alatt. Egy
feltlind eredmény, hogy a CS alatt valaszolé neuronok tobbsége csak azon "trial"-ek alatt
vélaszolt, amikor a patkdnyok ittak a prediktalt folyadékbdl, ezaltal megkiilonboztették a

consummativ magatartsi fazisokat a nem consummativ magatartdsi fazisoktol.

A fejgyorsulds és a megkozelité magatartds igazolta a létrejott paviovi CS-US

asszocidciot

Kisérletiinkben két kiilonboz6 CS-US tarsitast alkalmaztunk. A patkdnyok az itatét egy
gyors mozgdassal kozelitették meg. A maximdlis fejgyorsuldst akkor mértiilk, amikor a
patkdnyok elérték az itatdt, ekkor egy stabil hullamot figyelhettiink meg a gyorsulasi gorbén,
ennek a maximumat haszndltuk, mint mérhetd vélaszt. Az esetek tobbségében az itatd
megkozelitése az US adagolds elsd 2 masodpercében tortént (korai megkozelités). Ebben az
esetben az US-sel kapcsolatos informaciot kizarélagosan a CS hordozta, vagyis csak a
jutalmat prediktalé hangbdl tudhattdk a patkdnyok, hogy milyen jutalmat tartalmaz az itato.
Ezért feltételeztiik, hogy a viszonylag konstans és rovid késleltetés miatt leginkdbb a korai
megkozelités vélhat kondiciondlt vilasszd (CR). Ritkdbban az itaté megkozelitése késObb
tortént (US adagolds 3.-9. mdsodperce, kései megkozelités). Ebben a szitudcidban, az
el6z6hoz hasonléan az US-sel kapcsolatos informéciét csak a CS hordozta, a késleltetés
viszont hosszi volt és nagy mértékben véltoz6. Ezért feltételeztiik, hogy annak a
valdszintisége, hogy az itaté megkozelitése CR-ré valik sokkal kisebb, amennyiben mégis
CR-ré vilna, az asszociaci6 feltételezhet6en gyengébb. Feltételezhetjiik, hogy a patkdnyok a
kései fazisban kezdtek el inni akkor, amikor kevésbé voltak motivaltak. Az "intercluster”
megkozelitések alatt az US-sel kapcsolatos informacié nem fiiggott a CS-tél, mert a
patkdnyok madr ittak a jutalombol, és a "trial" alatt a jutalom nem véltozott (folyamatosan
ugyanabbdl az itatobdl ihattak). Nagyobb fejgyorsuldst mértiink a korai fazis alatt, mint a
kései/intercluster megkozelitések alatt. A korai és kései megkozelitések alatt nagyobb
fejgyorsulast mértiink, ha a patkdnyok cukoroldatot ihattak. Tehat a patkanyok anticipéltdk a

jutalom milyenségét, fiiggetleniil att6l, hogy a megkozelités a korai vagy a kései fazisban volt.
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Mindkét esetben a jutalom mindségével kapcsolatos informacié csak a CS hangokbdl
szarmazhatott, ezért a kiilonbdz6 gyorsuldsok bizonyitjdk, hogy a CS hangok prediktdltdk a
jutalom mindségét. Az a megfigyelés, hogy a fejgyorsulds a korai fazis alatt volt a
legnagyobb, egyiitt azzal, hogy ugyanekkor nagyobb volt a fejgyorsulds cukoroldat esetében
bizonyitotta, hogy az itaté megkozelitése a korai fazis alatt egy US fiiggd (cukoroldat, illetve

viz) kondiciondlt vdlasz (CR).

Neurondlis aktivitdsvdltozdsok a kiilonbozé mindségii jutalmakat prediktdlo CS-

ek alatt

A tanulminyozott neuronok mintegy 1/5-e védlaszolt a jutalmat prediktiktdlé hangok
(CS) alatt. Serkentd és gatlo valaszokat is megfigyeltiink. A serkentd neuronok populdcids
aktivitasa szignifikans kiilonbséget mutatott a kiilonb6z0 jutalmakat prediktalé (cukoroldat 16
kHz; viz 8 kHz) hangok alatt. Ennek egy lehetséges magyardzata az, hogy a kiilénb6z0
frekvencidju hangok kiilonb6z6 valaszokat valtottak ki. Az a megfigyelés, hogy néhany
neuron ugyantgy valaszolt (amplitid6 és mintdzat) mindkét hangra, egy mésik neuroncsoport
csak az egyik, vagy csak a masik hangra valaszolt, egyiitt a consumptiotdl valo fiiggéssel azt
sugalljdk, hogy a vélaszok elsdsorban nem a hangok sensoros tulajdonsédgait kédoljak, hanem
mds informdacidt. Appetitiv pavlovi kondiciondldssal kapcsolatos neurondlis valaszokat
mutattak ki nydl mPFC-ben (McLaughlin és mts., 2002). Kiilonbdz0 vilaszmintdzatokat
mutattak ki a jutalommal tarsitott stimulusra (CS+), ezek a vdlaszok nem jelentek meg a
jutalommal nem térsitott stimulus alatt (CS-). Eredményeink és irodalmi adatok alapjan
valdszintsithetjiik, hogy az mPFC-neuronok CS hangok alatti vdlaszai a stimulus-jutalom
asszociaciot kodoljak.

Kisérletiink feltiind eredménye, hogy a valaszok tobbsége azon "trial"-ek alatt volt,
amikor a patkdnyok ittak a jutalombdl. Ennek megfeleléen a populacids aktivitds jelentOsen
nagyobb volt, amikor volt consumptio. Tapldlkozasi magatartas alatt a patkdnyok tobbszor is
véltogatjdk a consummativ magatartdsi mintazatokat (ivds, evés, rdgds) a nem consummativ
magatartdsi mintdzatokkal (4dgaskodds, mdszkalds, vakar6zas, exploratio, nyugalom). A
jollakottsdg fokozddasa kozben a nem consummativ magatartdsi mintazatokkal eltoltott id6
addig novekszik, mig az allat be nem fejezi a taplalkozast. A kiilonboz6é magatartasi formak

egymasutinisiga a taplalkozds sordn a "magatartasi jollakasi szekvencia" ("behavioral satiety

60



sequence": BSS) (Rodgers és mts., 2010). A BSS fogalmit az irodalmi adatok alapjan
tudomdsunk szerint csak a szildrd tdpldlék fogyasztdsdra alkalmazzdk, de az itt bemutatott
kisérletben a kiilonb6z6 magatartdsi formak hasonlé szekvencidja volt megfigyelhetd a
cukoroldat, illetve a viz ivdsa sordn. A fent leirtak szerint, az egyik legfeltlinObb hatds a
"trial"-tipusok hatdsa volt a jutalmat prediktdlé cue hangok alatti populdcids aktivitdsra.
Feltételezziik, hogy a fent leirt hatds a BSS-sel kapcsolatos.

A neuronok egy kisebb hdnyada (41-bdl 14) gatlé vdlaszokat mutatott a CS alatt. A
serkentd vdalaszokat mutaté neuronokhoz hasonléan ezek a neuronok is egyértelmiien
megkiilonboztették azokat a "trial"-eket, amikor volt consumptio, azoktdl, amikor nem volt,
de nem tettek kiilonbséget a kiillonb6z6 mindségli jutalmak kozott. Egy tovabbi kiillonbség az
volt, hogy mig a serkenté vélaszokat mutaté neuronok populiciés aktivitisa meredeken
emelkedett a CS kezdete utan, a gatlé populéacids aktivitas folyamatosan fokozddott a (-4)-tol
4 masodpercig terjedd iddintervallumban. Sot, a gatlé valaszokat mutaté neuronok jelentds
hanyada (13-bol 9) folyamatosan csokkentette tiizelési frekvencidjat a CS alatt. Lehetséges,
hogy a fent leirt vilaszok egy része fenntartott aktivitdsvaltozas, amely mar a CS kezdete elott
kezdddik. Egy lehetséges magyardzat, hogy tobb neuron a preparativ folyamatokkal
kapcsolatban (pl. preparativ figyelem) is megvéltoztatja tiizelési frekvencidjat (Totah és mts.,
2009). A serkentd és a gitld populécids vélaszok kiilonbdzd idObeli lefutdsa és az a tény, hogy
a serkentd populécids védlaszok kiilonbséget tesznek a jutalom tipusok kozott, ezzel szemben a
gatlé vélaszok nem, arra utal, hogy legaldbbis részben kiilonb6z6 funkcidt toltenek be.
Néhany gatlé valaszt mutaté neuron azonban a serkentd vdlaszokhoz hasonld id6beli lefutdsi
véalaszt mutat. Ezek a valaszok gitlé interneuronok daltal johetnek 1étre (Gabbott és mits.,
2003).

A pavlovi asszociicid kialakuldsa utdn a magatartdst a CS-US kontingencia vezérli,
vagyis az, hogy a jutalom mennyire fiigg a kondicionalt stimulust6l. Ezért egy pavlovi
szitudcidban a legfontosabb kérdések kozé tartozik, hogy a CS alatti egysejtvalaszok CS-US
kontingenciat kodolnak-e. Ilyen egysejtvalaszokat, amelyek CS-US kontingenciat kédolnak,
mutattak ki majom amygdaldban (Bermudez és Schultz, 2010). Ebben a kisérletben a zér6
kontingencia paradigmat alkalmaztiak, amelyben pavlovi kondiciondlds utdn nem csak a CS-
hez id6ben kapcsoltan kap a kisérleti allat jutalmat, hanem mas idOpontban is, ugyanazzal a
valdszintiséggel. Ez a kontingencia leértékeléséhez vezet, mert a jutalom nem fiigg a CS-tdl,
ugyanakkor a CS-t tovdbbra is idoben kapcsoltan koveti az US (a kontiguitds nem valtozik).
Eredményeinkhez hasonléan, kondiciondlt hangstimulusokra adott serkentd és gatld

vélaszokat mutattak ki nyil prelimbicus kéregben differencidlis pavlovi kondiciondlds sordn
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(McLaughlin és mts., 2002). Bar a kisérlet nem vizsgalta specifikusan a CS-US kontingenciat,
a szerzOk azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy a CS alatti vdlaszok a CS-US kontingencidval
kapcsolatosak: egy bizonyos sejtcsoportban ("session related cells"), a valasz a kondiciondlt
allkapocsmozgéssal parhuzamosan alakult ki és a "komplex sejtek" ellentétes vdlaszt mutattak
a jutalmazott CS-re (CS+) és a nem jutalmazott CS-re (CS-). Kisérletiinkben két megfigyelés
utal arra, hogy a CS alatti vdlaszok CS-US kontingenciat kddolnak: (i) a populacids aktivités
megkiilonboztette egymastdl a két kiillonbozd CS-t, ezektdl a CS-ektdl fliggott, hogy milyen
jutalmat kapnak az allatok és (ii) a populécids vdlasz alig tért el az alapvonaltdl amikor a
"trial" sordn nem volt consumptio.

Kisérletiink sordn a CS alatt serkent valaszt mutaté 27 neuron koziil 12, és a gitld
vélaszt mutatd 14 neuron koziil 8 fenntartotta az aktivitdsvédltozdst a "trace"-intervallum alatt.
Ez a megfigyelés 6sszhangban van azon irodalmi adatokkal (Siegel és mts., 2012), melyek
szerint az mPFC-ben egy neuronpopulaci6 fenntartja a CS alatti aktivitdsvaltozast egészen az
US kezdetéig, néha tovabb. Elképzelésiik szerint "trace"-kondiciondlds alatt, amikor az US
kezdete nem a CS alatt vagy a végén van, hanem a CS vége utdn egy tUn. "trace"-
intervallummal késébb, a CS-US asszocidcio 1étrejottének feltétele, hogy a CS-sel kapcsolatos

informécidt kédold neuronok fenntartjak aktivitdsukat a "trace"-intervallum alatt.

A "licking cluster"-ek kezdetéhez idoben kapcsolt és ezeket kozvetleniil megelozo

neurondlis vdlaszok

Osszesen 56 neuron (26,5%) valtoztatta meg tiizelési frekvencidjat a "licking cluster"-ek
eldtt. Serkentd és gatlé valaszokat is megfigyeltiink, de ezek tobb szempontbdl is kiilonboztek
egymastol. A serkentd populécids aktivitds egyértelmiien kiilonbséget mutatott a CS tipusok
alapjan, és egyértelmii maximumot mutatott a "first lick" el6tt. Ezért eloszor elemeztiik, hogy
a serkent0 populdcids aktivitds a fejgyorsuldssal kapcsolatos-e, vagy sem. Ahogy fent lefrtuk,
az itatd megkozelitése a korai fazisban (els6 2 masodperc) egy CS-sel kapcsolatos
megkozelitési magatartds €s egyben CR. Az itatd palack megkozelitése sordn a serkentd
populédcids aktivitds kiilonbséget mutatott a "trial"-tipusok alapjan. Ennek egyik lehetséges
magyardzata, hogy a kiillonbség a megkozelitési magatartds motoros aspektusaival
kapcsolatos, amit kiillonbozo fejgyorsuldsokhoz vezetett. Egy masik lehetséges magyarazat,

hogy a kiilonb6z6 populdcids aktivitds a jutalomexpektancidval kapcsolatos.

62



Ezt a hipotézist ugy teszteltiik, hogy Osszehasonlitottuk a korai megkozelitések alatti
véilaszokat a kései megkozelitések alatti vélaszokkal. A fejgyorsuldsokkal ellentétben,
amelyek egyértelmiien kiillonbozdek voltak a kiilonbozd szitudcidkban, a populdcids aktivitds
nem kiilonboztette meg a korai és a kései szitudciot, ez arra utal, hogy az idegi vélaszok
inkdbb a jutalomexpektancidval kapcsolatosak és nem a fejgyorsuldssal. Egysejtszinten a
helyzet azonban ettd] eltérd. A neuronok tobbsége a populécids vilaszhoz hasonléan vélaszol,
ezek valdszinileg a jutalomexpektancidval kapcsolatosak. Néhdny (4) neuron azonban
egyértelmiien a fejgyorsulasnak megfeleléen kiilonbséget mutatott a korai és kései szituaciok
alapjdn, ezek a vélaszok valdsziniileg a fejgyorsuldssal kapcsolatosak. Nyil mPFC-ben olyan
egysejtvalaszokat mutattak ki (McLaughlin és mts., 2002), amelyek az allmozgassal
kapcsolatosak (CR), ezek a neuronok vélaszolnak a "CS+"-ra, de nem vélaszolnak a "CS-"-ra.
Eredményeink 0Osszhangban vannak az idézett cikkel, mert a korai fazisban a
populdcidsaktivitas-kiillonbséget mutatott a "trial"-tipusok szerint, melyek alatt kiilonb6z6
fejgyorsuldsokat figyeltiink meg a kiilonb6z6 kondiciondlt valaszok sorén.

Jutalomexpektancidt kodolé neuronokat mutattak ki majom dorsolateralis PFC-ben
(Watanabe, 1996), egy olyan agyteriileten, amelyik részben a patkdny mPFC-nek felel meg
(Gabbott és mts., 2003). Bér egy "késleltetett vdlasz" paradigmat alkalmaztak, amely nem egy
pavlovi, hanem egy instrumentélis szitudcid, a leirt "delay" aktivitdsrél, amelyik
jutalomexpektanciat kddol, elképzelhetd, hogy legaldbbis részben CS fiiggé CR-rel
kapcsolatos, ugyanis a jutalomexpektancia instrumentdlis szitudcidban is lehet egy affektiv
(pavlovi) CR. Az itt bemutatott kisérlet sordn 9 neuron kiilonbséget tett a kiillonb6z6 jutalmak
kozott (nagyobb vilasz a cukoroldatra), de nem tett kiilonbséget a kiilonbozd szitudciok
kozott (korai, kései és intercluster megkozelités). Ugy tiinik, hogy ezek a vilaszok
fiiggetlenek a megkozelitési magatartds motoros komponenseitél és inkdbb a
jutalomexpektancidval kapcsolatosak.

Néhany gatl6 valaszt is megfigyeltiink, ahol a vilaszmintdzat megfelelt a fent leirtaknak,
ennek alapjan feltételezhetd, hogy a gatlé neuronok kozott is vannak olyanok, amelyek a
megkozelitési magatartdssal, és olyanok, amelyek jutalomexpektancidval kapcsolatosak. A
gatlé populdcids aktivitds tobb szempontbdl is kiillonbozott a serkentd populécios aktivitastol.
Ezzel ellentétben nem mutatott kiilonbséget a két jutalomtipus tekintetében, a gitld valasz
maximuma pedig a "licking cluster"-ek elején volt, mindez arra utal, hogy a gatlé valaszok
jelent6és hanyada mads informacidt kédolhat, mint a serkentd vdlaszok, példaul a "licking

cluster"-ek inditasat.
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A "licking cluster"-ek alatt vdlaszolo neuronok

Az itt bemutatott kisérlet sordn a neuronok egy jelent0s hanyada megvaltoztatta tiizlelési
frekvencidjat a "licking cluster"-ek alatt. Ehhez hasonlé jutalommal kapcsolatos valaszokat
mutattunk be a disszertdciéban is bemutatott korabbi kisérletiinkben (Petykd és mts., 2009).
Egy tdjabb cikkben (Horst és Laubach, 2013) egy késleltetett alterndcids feladat és egy
varidbilis intervallum "licking" feladat sordn a "licking" magatartds kezdetét el lehetett
kiiloniteni a jutalom adagolds kezdetétdl. Elkiilonitették azokat a valaszokat egymdstdl,
amelyek a jutalom megszerzésének kezdetével a consumptio kezdetével, vagy mindkettovel
idében kapcsoltak. A mezdpotencidlok elemzésével kimutattdk, hogy a jutalomfiiggd
"network" aktivitds inkdbb a "licking" inditdsdval kapcsolatos mint a jutalomadagolds
kezdetével. Ezen kiviil kimutattdk, hogy az mPFC aktivitas fluktuicidja a B-tartomanyban
elsdsorban a consummatioval €s nem a jutalomexpektancidval kapcsolatos (Horst és Laubach,
2013). Jelen kisérletiinkben a "licking" magatartdst nem lehetett elkiiloniteni a consumptiotdl,
ennek ellenére feltételezhetjiik, hogy mindkettd, azaz a "licking" magatartds és a consumptio
hozzajarultak a "licking cluster"-ek alatti egysejtvalaszokhoz.

Osszesen 19 neuron modul4lta tiizelési frekvencidjat a "licking" ritmusnak megfeleléen.
Meglepden, a "licking cluster"-ek alatt valaszolé neuronok koziil csak 3 neuron modulélta
tiizelési frekvencidjat a "licking" ritmusnak megfeleléen. Ebbdl azt a kdvetkeztetést vonhatjuk
le, hogy a "licking cluster"-ek alatti valaszok nem a "licking" ritmus kovetkeztében 1étrejovo
modulacié kovetkezményei. Egy mdsik djabb cikkben kimutattdk, hogy mPFC-neuronok a
taplalék sensoros tulajdonsdgait kodoljak, konkrétan a taplalék izét vagy azt, hogy mennyire
kellemes, vagy mindkett6t (Jezzini és mts., 2013). Jelen kisérletiinkh6z hasonléan tugy
serkentd mint gatld vdlaszokat is kimutattak. Bar az itt bemutatott kisérletiinkben a
consumptio inditasat ("licking"), a jutalom fogyasztiasanak inditasat és a sensoros stimulaciot
nem lehet egymadstdl egyértelmiien elkiiloniteni, eredményeink 6sszhangban vannak az idézett
cikkel. Ugy a serkent6, mint a gitl6 valaszok nagyobbak voltak a cukoroldat consumpio alatt,
mint viz ivdsa kozben. Tekintettel arra, hogy mindkét folyadék ivdsa mint motoros folyamat
hasonlé (azonos "licking" frekvencia), feltételezziik, hogy a populacids aktivitdsokban
megfigyelt kiilonbség azzal kapcsolatos, hogy az édes cukoroldatnak més az ize, és izletesebb
mint a viz. Néhdny neuron nem tett kiilonbséget a cukoroldat és a viz kozott, elképzelhetd,

hogy ezen neuronok valaszai magaval a consumptioval kapcsolatosak.
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Konklazio

Az itt bemutatott kisérletben az appetitiv stimulus-jutalom (CS-US) asszociacio
neuronalis korrelatumat mutattuk ki patkany mPFC-ben. Olyan neuronokat mutattunk
ki, melyek a jutalmat reprezentaljak a CS, a CR és a consumptio alatt. Eredményeink
igazoljak, hogy az mPFC részt vesz a jutalom predikciéban a kondicionalt magatartas

reprezentaciéjaban és szervezésében, pl. a jutalom megkozelitésében és consummatiojaban.

65



Juxtacellularis elektrophysiologiai Kkisérletek altatott patkanyon

Egy széles korben hasznalt definici6 szerint a PFC a thalamus mediodorsalis magjanak
(MD) projekciés teriilete (Leonard, 1969; Krettek és Price, 1977b). A PFC fontos
afferentacidi a VTA és a BLA (Thierry és mts., 1973; Krettek és Price, 1977a).

A PFC és a BLA, mindkettd fontos szerepet jatszik szdmos funkcidéban, mint a memoria,
az emocid, szocidlis és szexudlis magatartds, tdplalkozds, viszcerdlis funkcidk, stressz és
oningerlés. A BLA-mPFC pélya altal kozvetitett funkcidkat a VTA-bdl az mPFC-be irdnyuld
palya befolyésolja (Thierry és mts., 1973; Krettek és Price, 1977a).

Korabban emlitettiik, hogy az mPFC taplalkozasi magatartassal kapcsolatos informaciot
is feldolgoz. Igy valésziniisithetd, hogy a massziv BLA-mPFC projekci6 ezeket a magatartasi
formdkat befolydsolja. Szintén emlitettik az mPFC-nek a taplalék jutalmazasi
mechanizmusokkal kapcsolatos szerepe és az itt felszabadulé dopamin kozotti Osszefiiggést.

A PFC kapcsolatait a BLA-val és a VTA-val szamos elektrophysiologiai tanulmanyban
is vizsgaltak (Perez-Jaranay és Vives, 1991; Pirot é€s mts., 1992; Floresco és Tse, 2007). A
BLA elektromos ingerlése a neuronok tobbségénél gitlé vdlaszt valt ki, a neuronok egy
kisebb hanyaddnal viszont serkentd vélaszt vélt ki (Perez-Jaranay és Vives, 1991). A VTA
stimuldcidja Onmagdban az mPFC-neuronok spontdn aktivitdsdnak gatldsat véltja Kki.
Amennyiben a VTA stimuldcié a BLA stimuléciét el6zi meg, a VTA ingerlése csokkenti a
BLA-ingerléssel kivéltott excitaciot és inhibicidt (Pirot és mts., 1992; Floresco és Tse, 2007).

Ugyanakkor keveset tudunk a BLA- és VTA-ingerléssel az mPFC-ben kivéltott
egysejtszintii elektrophysiologiai védlaszok €s az ott taldlhaté neuronok morphologidja kozotti
Osszefiliggésrol. Az itt bemutatott kisérletben elektromosan ingereltiik a BLA-t és a VTA-t, az
mPFC-neuronokrdl pedig juxtacelluldrisan vezettiink el egysejtaktivitdst. A neuronok
elektrophysiologiai jellemzése utin megkiséreltiik a juxtacellularis jelolésiiket Neurobiotinnal
(Pinault, 1994).

Az elektromos ingerléssel kivaltott egysejtvalaszok és azon sejtek morphologidja kozti
Osszefiiggés, amelyekrol ezek a valaszok elvezethetdek, kevésbé ismert. Neurobiotinnal toltott
iiveg mikroelektrédaval valé elvezetés utin a Neurobiotin juxtacelluldris alkalmazasaval az
elvezetett neuronok Golgi-szeri jelolése érhetd el. EzErt az itt bemutatott kisérlet célja az volt,
hogy a BLA és/vagy VTA ingerlésére vélaszol6 mPFC-neuronokat Golgi-szerlien jeloljiik,

hogy ezéltal meghatidrozzuk az elektrophysiologiai valasztipusok (Perez-Jaranay és Vives,
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1991; Pirot és mts., 1992) és Golgi-tanulmanyok soran leirt sejttipusok (Vogt és Peters, 1981)

kozotti Osszefiiggést.

Modszerek

Kisérleti dllatok és miitét

Kisérletiinkben 83 him Wistar patkdnyt (350-400g) hasznaltunk. Az anaesthesiit
urethannal végeztik (1,2 g/kg) a patkdnyokat sztereotaxikus késziilékben rogzitettiik és
mitottiik. A testhdmérsékletet 36,5-37,5 °C-ra Allitottuk be egy meleg vizet keringtetd
rendszer segitségével. Ott ahol az elvezetd, illetve az ingerld elektrodédkat az agyba bevezettiik
lyukakat furtunk a koponyéba. A kovetkezd sztereotaxikus koordinatakat haszndltuk (Paxinos
és Watson, 1996): BLA stimuldcié: Bregma AP: -2,5; DV: 8; ML: 5; VTA stimulacié:
Bregma AP: -6,04; DV: 7,4; ML: 0,5; elvezetés az mPFC-bdl: Bregma AP: 2,7-3,7; DV: 0,5-
3; ML: 0,3-1,5.

A BLA és VTA elektromos ingerlése

Az intézetiinkben készitett koncentrikus bipolaris ingerld elektréoddkat (kiilsé atméro
200 pm, "tip-ring"-tdvolsag 0,5 mm) mechanikus mikromanipulatorok segitségével (Narishige
Japan) vezettik be a BLA-ba és a VTA-ba. A monofizisos egyes négyszogimpulzusokat
PSIU6 (Grass) stimulusizoldlo-egységgel ellatott Grass S88 stimuldtorral generdltuk. A
stimulusok pillanatat jelzd triggereket az extracelluldris egysejtelvezetéssel szimultin egy
digitdlis csatorndn rogzitettik. (CED adatgy(ijtd rendszer; Spike2 software, Cambrige

Electronics Instruments, Cambrige, UK).

Juxtacelluldris egysejtelvezetés és a neuronok toltése Neurobiotinnal

Az extracelluldris egysejtelvezetéshez tiveg mikroelektrédat hasznaltunk (boroszilikat
iiveg, hegydtmérd 1-2 um, impedancia 10-50 MQ), mely 0,5 M NaCl oldatban 2%

Neurobiotint tartalmazott. Az elvezetd elektrodat az agyban mechanikus mikromanipulator
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segitségével mozgattuk (Eric Sobotka). Az akciés potencidlokat "iontophoreticus" elderdsitd
(Supertech, Magyarorszag) és foerdsitd (Supertech, Magyarorszag) segitségével erdsitettiik és
szurtiik (2000x; 300-5000 Hz). Az erdsitett jeleket Tektronix TDS 210 oszcilloszkép
segitségével monitoroztuk, CED 1401 plus interface (Cambrige Electronic Design Ltd.)

segitségével IBM kompatibilis PC merevlemezére irtuk.

A juxtacelluldris elektrophysiologia statisztikus értékelése

Az akcids potencidlokat offline principalis komponens és klaszter analizissel a Spike2
program segitségével szepardltuk. A BLA és a VTA elektromos ingerlésének hatasat
peristimulus id6hisztogram (PSTH) segitségével hataroztuk meg. A PSTH-at ("bin"-szélesség
1 ms; "bin"-szdm: 400; offset: 100 ms) online és offline a Spike2 program segitségével
generdltuk. A szignifikdns aktivitdsvaltozdsok kezdetét a peristimulus hisztogram adatait
értékeld kumulativ 6sszeg teszt (cumulative sum test: Cusum) segitségével hatdroztuk meg. A
Cusum statisztikai értékeléséhez egy Monte Carlo eljardson alapulé mddszert hasznaltunk
(Ushiba és mts., 2002). Kontroll PSTH-k alapjan (stimulus nélkiil) mely a neuron spontdn
tiizelését adja meg, hatdroztuk meg a konfidencia intervallumot. Elektrophysiologiai jellemzés
utdn a neuronokat Neurobiotinnal jeloltiik (Pinault, 1994). Roviden, az iiveg mikroelektrodat
olyan kozel vittiik a neuronhoz, hogy 10 nA-nél kisebb dram, amit az elektr6ddn keresztiil
injektaltunk, moduldlta a neuron tiizelését. Ezutin a Neurobiotint 2-10 nA-es pozitiv
dramimpulzusokkal juttattuk a neuron kozelébe dlland6 elektrophysiologiai kontroll mellett 2-
20 percig. Ehhez egy alacsony zajszintli aramgeneratort hasznaltunk amely extracellularis
elvezetésre alkalmas AC erdsitével volt egybeépitve (Supertech, Magyarorszag).

A morphologiai és elektrophysiologai tipusok gyakorisaga kozotti osszefiiggést Fischer

Exact Teszttel analizdltuk a Stat 100 program segitségével.

A Neurobiotinnal jelolt neuronok szovettani kimutatdsa

A Neurobiotin injektdldsa utin egy vagy két oraval az dallatokat transcardialisan
perfunddltuk fiziolégids séoldattal, majd 600 ml phosphat pufferben (PB) oldott 4%-o0s
paraformaldehyd oldattal. Az agyakat eltavolitottuk, és 20 6ran at 30% szachar6zt tartalmazo
PB-ben taroltuk. Az agyakbdl 40 pm vastagsdagu coronalis metszeteket készitettiink, ezekben
a Neurobiotint ABC hisztokémiai eljardssal mutattuk ki (Pinault, 1994). Az igy keletkez6

nickel-DAB terméket eziistozési eljarassal intenzifikdltuk (Merchenthaler és mts., 1989). A
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coronalis metszeteket zselatinozott targylemezre huztuk fel és Pertex-szel fedtik le. A
prefrontalis coticalis neuronokat camera lucida (Nikon) segitségével lerajzoltuk, illetve

lefényképeztiik (Nikon Optiphot 2).

Eredmények

Egysejtvdlaszok

82 neuronrdl vezettiink el egysejttevékenységet az mPFC-bdl. A neuronok spontin
aktivitasa 0,2 Hz és 24 Hz kozott véltakozott. A neuronok mintegy felének spontdn aktivitdsa
1 és 6 Hz kozott valtakozott. Az mPFC-neuronok véilaszat BLA- és VTA-ingerlésre a
peristimulus hisztogramok alapjan kvantifikdltuk (150-1500 lefutds) a véalasz tipusnak és a
spontan aktivitdsnak megfeleléen. A BLA-ingerlésre 55 neuron vélaszolt gatlassal, 6 neuron a
tiizelési frekvencia fokozdddsaval, 21 neuron egyaltalain nem valaszolt.

Osszesen 30 BLA-ingerlésre vélaszolé neuron esetében vizsgdltuk a VTA-ingerlés
hatdsat is. 23 esetben sikeriilt gatlo valaszt kivaltani, a tobbi neuron nem valaszolt. A 23
VTA-ingerlésre vilaszol6 neuron koziil 2 serkentd vidlaszt mutatott BLA-ingerlésre, 21
neuron csOkkentette tiizelési frekvencidjat. A mindkét agyteriilet ingerlésére gatlassal
vélaszol6 neuronok koziil 2 esetben lehetett nagyobb intenzitdsi VT A-ingerléssel antidromos

valaszt kivaltani.

A Neurobiotinnal toltott neuronok morphologidja

Csak vélaszol6 neuronok toltését kiséreltiik meg Neurobiotinnal. Az 55 vilaszold
neuron koziil 36 esetben sikeriilt az elvezetett neuron spontdn aktivitisit a Neurobiotin
iontophoreticus alkalmazdsa soran moduldlni. A patkdnyok agyi metszeteit Neurobiotin
hisztokémidval dolgoztuk fel (9. Abra, B.). A 36 feldolgozott patkdnybél 31 esetben sikeriilt

kizardlagosan egy neuront jelolni a szdrcsatorna végén. Amennyiben a szircsatorna vége a
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szovettani metszetben felismerhetd volt, akkor mindig a feltoltétt neuron kozvetlen kozelében
volt, ezért nagy valdszinliséggel az elektroda hegye a legtobb neuron esetében juxtacelluldris
poziciéban helyezkedett el (9. Abra, B.).

A jelolt neuronokat kordbbi Golgi tanulmanyok alapjan osztilyoztuk (Vogt és Peters,
1981). 1) kis és kodzepes piramissejtek: a perykarion kevésbé piramis alaki, mérete 8-12 pm,a
dendrit-fa eldgazéddsa szegényes, 2) nagy piramissejtek: a perykarion mérete 12-20 um, a
dendritfa gazdagon eldgazd, 3) nagy multipoléris sejtek: a perykarion 12-17 um atmérdja, 4)

kis és kozepes multipoldris sejtek: a perykarion 8-12 um atmérdjii (9. Abra, D., F. és H.).

A morphologiailag jellemzett neuronok BLA/VTA-ingerlésre adott vilasza

Huszonegy vélaszol6 neuront jeldltiink sikeresen a dorsalis mPFC-ben. Valamennyi (16)
"kis és kozepes méretli piramissejt" (Vogt és Peters, 1981) valasza a BLA ingerlésére a rovid
latencidjii (20-25 ms) gatlds kategGridjba tartozott (9. Abra, C.). A 4 "nagy piramissejt" koziil
kettd BLA-ingerlésre excitatorikus vdlaszt mutatott melyet csendes periddus kovetett, egy
rovid latancidji (20-25 ms), egy pedig hosszi latencidju (55 ms) géatld vdlaszt mutatott (9.
Abra, E.).

A BLA-ingerléssel kivéltott 20-25 ms latencidju gatlas tekintetében szignifikans eltérés
mutatkozott a "kis és kdzepes piramissejtek” (valamennyi), illetve a "nagy piramissejtek" (4-
bol 2) csoportja kozott (Fischer Exact teszt; p=0,0035). Szintén szignifikans eltérés volt (csak
"nagy piramissejt") a serkentd vélaszok tekintetében (Fischer Exact teszt; p=0,0316).

Mikozben mind a 16 kis és kozepes piramissejt 20-25 ms-os latencidju gatlassal
vélaszolt a BLA elektromos ingerlésére, a 4 nagy piramissejt koziil csak 1 vélaszolt igy. A
BLA ingerlésére adott serkentd vélaszok tekintetében szintén szignifikdns kiilonbséget
mutattunk ki. Mikozben a 4 nagy piramissejt koziil 2 adott serkentd valaszt, a 16 kis és
kozepes piramissejt koziill egy sem mutatott serkentd valaszt (Fischer Exact teszt; p=0,0316).

A jelolt multipoléris interneuron feltételezhetéen monosynapticus serkentd valaszt
mutatott, amit csendes periddus kovetett (9. Abra, G.).

A jelolt neuronok koziil 10 piramissejt a BLA-ingerlésre adott vilasz mellett VTA-
ingerlésre is valaszolt. A VT A-ingerlésre adott vdlaszok mind gétléak voltak. BLA-ingerlésre

9 neuron adott gitld, egy pedig serkentd vialaszt. Két piramis sejt (1 nagy és 1 kis piramis
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sejt), mely inhibitoros vélaszt adott BLA-ingerlésre, inhibitoros védlaszt adott VTA-ingerlésre,

és antidromos serkentd valaszt adott VT A-stimulaciora.
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9. Abra

A neuronok juxtacelluldris mikroelektrophoreticus toltése Neurobiotinnal (A), Golgi-szerlien
jelolt neuron (B), a BLA elektromos ingerlésére adott egysejtvdlaszokat dbrdzol peristimulus
id6hisztogramok ("bin"-szélesség 1 ms) (C, E és G) és jelolt neuronok camera lucida rajzai
(D, F és H). (A) fels6 csatorna: a neuronok mikroiontophoreticus toltése sordan alkalmazott
dramimpulzusok (anéd, 2 nA, 200 ms on, 200 ms off), az elvezetd elektrédan keresztiil, als6
csatorna: egysejtelvezetés egy mPFC-neuron mikroiontophoreticus toltése kozben a felsd
csatorndn lathatd elektromos impulzusokkal. A neuron ritmikusan tiizel az ingerlés ritmusa
szerint (csak az "on" fazis alatt). (B) 2. rétegi "kis piramissejt a patkdny aCg-ben. Az
ezlistozési eljards sordn a szurcsatorna is kirajzolddott, €s jol lathatd, hogy a sejttest kdzvetlen
kozelében végzddik (juxtacellularis). (C) a D abran lathaté "kis piramissejt” 20 ms-os
latenciju gatlé védlasza a BLA elektromos ingerlésére. (D) "kis piramissejt" camera lucida
rajza (E) az F abran lathatd "nagy piramissejt” 55 ms-os latencidju gatlé valasza a BLA
elektromos ingerlésére. (F) "nagy piramissejt" camera lucida rajza (G) a H dbran lathatd
"nagy multipoldris sejt" 15 ms-os latencidji serkentd védlasza a BLA elektromos ingerlésére.
A tiizelési frekvencia fokozdddsat egy hosszan tartd gitlas koveti. (H) "nagy multipoldris sejt"

camera lucida rajza.
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Diszkusszio

Kisérleteinkben a BLA és VTA elektromos ingerlésével kivéltott tiizelésifrekvencia-
véltozasokat vezettiink el az mPFC-bdl. Az mPFC-neuronok mintegy kétharmada adott gatlé
vélaszt a BLA ingerlésére, a neuronok egy kisebb hidnyada serkentd valaszt adott a maradék
egyharmad nem vdlaszolt. A vélasztipusok és spontdn tiizelési frekvencidk megfeleltek
korabbi irodalmi adatoknak (Perez-Jaranay és Vives, 1991; Pirot é€s mts., 1992; Floresco és
Tse, 2007).

Eredményeinktdl eltérden Perez-Yaranay cikkében 127 vidlaszol6 neuron mintegy
egyharmada az anterior cingularis kéregben helyezkedett el, de az idézett tanulmdnyban nem
volt szignifikdns Osszefiiggés a neuronok BLA-ingerlésre adott vélasza €s a neuronok
rétegbeli, vagy mPFC teriiletbeli (PL vagy aCG) lokalizécidja kozott. A mi kisérleteinkben a
jelolt neuronoknak csak egy kis hdnyada helyezkedett el a PL-ben, féleg azért, mert minden
feltételezhetden sikeres jelolés utan az elektrédat eltavolitottuk az agybdl, annak érdekében,
hogy elkeriiljiik a jel6lt neuron kdrosoddsét.

A Neurobiotinnal jelolt neuronok morphologidja a kordbbi Golgi tanulmdnyoknak
megfeleld volt (Vogt és Peters, 1981), de kiilonosen az immunhisztokémiai eredményekhez
képest (Gabbott és mts., 1997) a kiilonbdz0 interneuron tipusokat nem sikeriilt kimutatnunk.
Ennek tobb, a médszerben rejlé oka is volt. Elektrophysiologiai jellemzés utin csak egy
neuront jeldltiink, ez a jelolés is csak kb. a neuronok felénél volt lehetséges, igy a jelolt
neuronok szdma viszonylag alacsony volt. Ezen kiviil lehetséges, hogy az altalunk hasznalt
modszer bizonyos sejttipusokra szelektiv.

Korabbi és az itt bemutatott eredmények alapjan a 20-25 ms latencidji gatlas a BLA-
ingerlésre adott leggyakoribb valasztipus. Ennek alapjan nem meglepd, hogy a morphologiai
sejttipusok kozott leggyakoribb kis és kdzepes piramissejtek kozott gyakran ezt a vélasztipust
figyelhetjiilk meg. Az az eloszlas viszont, hogy valamennyi kis és kozepes méretii piramissejt
20-25 ms latecidju gatldssal vélaszolt BLA-ingerlésre szignifikdnsan eltér egy random
eloszlastol (Fischer Exakt teszt; p=0,0035). A fentiek alapjan megdallapithatjuk, hogy a 20-25
ms latencidju gatlds a kis és kozepes piramissejtek jellegzetes védlasza a BLA elektromos
ingerlésére. Ez természetesen nem zdrja ki ebben a sejtcsoportban mds vélasztipusok
lehetdségét.

A 4 nagy piramissejt koziil kettd a BLA elektromos ingerlésére a tiizelési frekvencia

novekedésével valaszolt, ezaltal a serkentd valaszok gyakorisdga szignifikdnsan nagyobb,
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mint a kis és kozepes piramissejtek kozott (Fischer exakt teszt; p=0,0316). A masik két nagy
piramissejt 25, illetve 55 ms-os gétldssal vdlaszolt. Az mPFC-ben jel6lt nagy multipoldris sejt
(interneuron) serkentd valaszt adott BLA stimuldciéra. Annak ellenére, hogy csak egyetlen
elektrophysiologiailag jellemzett interneuront sikeriilt jeldlniink, ez az eredmény azt sugallja,
hogy a serkentd vélaszok BLA-ingerlésre nem ritkdk az interneuronok kozétt. Ez az
eredményiink &sszhangban van azzal az irodalmi adattal (Gabbott és mts., 2006) miszerint
GABA-erg interneuronok monosynapticus serkentd bemenetet kapnak a BLA-bSl. Azt is
igazoltdk, hogy ezek a GABA-interneuronok parvalbumin-pozitiv immunreaktivitast
mutatnak. A fentiek alapjan feltételezhetd, hogy az éltalunk jelolt neuron egy parvalbumin-
pozitiv GABA-erg interneuron.

Irodalmi adatok alapjan a BLA monosynapticus glutamaterg bementet kiild az mPFC-
be, melyek interneuronokon €s szamos piramissejten végzddnek. Ennek megfeleléen 7 ms-os
latencidju serkenté bemenetet mutattunk ki a "multipoldris sejten” és két "nagy piramissejten”.
Az interneuronok szdmos piramissejtet gatolnak. Ennek eredményeként kizardlag 20-25 ms os
latencidju gatlast mutatott az Osszes "kis piramissejt" BLA-ingerlésre. Ugyanakkor ismert,
hogy szdmos piramissejt kap monosynapticus bemenetet a BLA-bol. A BLA nagy részének
elektromos ingerlése sordn azonban, mint a disszerticibban bemutatott kisérletben, a
bisynapticus gitlds domindl. El8szor mutattuk ki, hogy e tekintetben a "kis piramissejtek"
csoportja homogén. Ezzel ellentétben a '"nagy pirammissejtek” csoportja heterogén.
Valosziniileg, ezek is dltaldban monosynapticus bemenetet kapnak a BLA-bdl és ugyanakkor
bisynapticus gitld inputot is kapnak interneuronokon keresztiil, de ez esetben néha a gatlas,
maskor a serkentés domindl. A '"nagy piramissejteken” hosszi "onset" latencidju
polysynapticus gatlast is kimutattunk, amelyik val6sziniileg a thalamus mediodorsalis magjan
keresztiil (MD) éri el az mPFC-t (Beckstead, 1979; Perez-Jaranay és Vives, 1991; Gabbott és
mts., 1997). A VTA neuronok monosynapticusan és presynapticusan gatoljadk a
piramissejteket, ezek részben visszavetitenek a VTA-ba, e tekintetben nem volt eltérés a két
piramissejt csoport KOzott.

Az mPFC a BLA és a VTA a motivalt magatartds szdmos aspektusdban jatszanak
szerepet. A BLA szerepet jatszik a jutalom incentiv értékével kapcsolatban (Malkova és mts.,
1997). Ezzel szorosan Osszefiigg, hogy nélkiilozhetetlen a kondiciondlt izaverzi6 (CTA)
kiépitéséhez és fenntartdsdhoz (Yamamoto és Ueji, 2011). Ugyancsak a CTA kiépitésének és
fenntartdsanak zavarait mutattdk ki az mPFC kainsavas és 6-hydroxydopamin 1€zi6ja utdn

(Hernadi és mts., 2000; Karadi és mts., 2005). Mivel mindkét struktiira, a BLA és az mPFC
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szerepet jatszanak a CTA-ban, az Oket Osszekotd palydk, melyek a fent leirt elektromos
ingerlést kozvetitik, szintén befolyédsolhatjdk a CTA-t.

Feltételezhetd a kisérletiinkben tanulményozott mindkét palya komplex egyiittmiikodése
az instrumentdlis kondiciondlds és az ingerek incentiv motivacios értékével kapcsolatban. A
prelimbicus cortex az instrumentdlis kontingencia detektalasaért felelds agyteriilet (Balleine
és Dickinson, 1998). Ehhez sziikséges az instrumentdlis kontingencia és a cél incentiv
értékének interakcidja. BLA ledalt 4llatok esetében csokkent a masodlagos megerdsitdként
szolgalo pavlovi CS-re adott instrumentdlis valasz (Cador €s mts., 1989). Kimutattak, hogy a
BLA és mPFC 6sszekottetésének 1ézidja moduldlja az instrumentdlis valasztast (Coutureau és
mts., 2000). Feltételezhetoen ez az 6sszekottetés felel0s az instrumentalis kontingencia és az
incentiv érték funkciondlis kapcsolataért (Pitkanen, 2000). A VTA miikodése viszont a
jutalommal Osszefiiggd ingerek incentiv motivacids értékével kapcsolatos (Berridge és
Robinson, 1998).

Altatott patkdnyban, elektromos ingerlés sordn nem dallapithaté meg, hogy a vizsgalt
neuronok milyen magatartasformakban jatszanak szerepet. Az is biztos, hogy az elektromos
ingerléssel létrehozott aktivaciés mintdzatok eltérnek a physiologidstol. Ennek ellenére
megéllapithatjuk, hogy a motivacidban szerepet jatszé agyteriiletekbdl az informécié komplex
moédon integralédik az mPFC-ben. Eredményeink alapjan elképzelhetd, hogy a "kis" és "nagy

piramissejtek" funkciondlisan eltéré parhuzamos rendszerek részei.

Konklazio

A patkany mPFC-ben taldlhat6 piramissejtek monosynapticus serkentd, bisynapticus
rovid latencidju gatl6 és polysynapticus, hosszu latencidju gatlé bemenetet kapnak a BLA-bOL.
Elészor mutattuk ki, hogy altatott patkanyban a ''kis piramissejtek' tipikus valasza a
rovid latenciaju valasz, a nagy piramissejteken viszont mind a harom valasztipus
megfigyelhet6. Altatott patkdnyban a VTA-ingerlésre az mPFC-neuronok gatlassal
védlaszolnak. Szdmos neuron kap konvergens bemenetet a BLA-b6l és a VTA-boL

Eredményeink a motivacidval kapcsolatos informacié komplex feldolgozdsara utalnak.
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Eredmények osszefoglalasa

Elektrophysiologia kisérletek szabadon mozgo6 patkanyon

Két kiilonb6zd kisérletben, cukor szabad ivdsa kozben, illetve pavlovi szitudcidban
szabadon mozgd patkdnyon, elektrophysiologiai kisérletben vizsgaltuk az mPFC-neuronok
miikodését. A cukor szabad ivdsa esetében az itaté folyamatosan rendelkezésre allt, el0szor
vizet tartalmazott, ezt egy kisérleti iilés sordn egyszer cseréltiik ki cukoroldatot tartalmazora.
A pavlovi szituaciét az elsO kisérlet folytatdsaként terveztiikk azzal a céllal, hogy valaszt
kapjunk az els6 kisérlet utan felmeriilo kérdésekre. Ezért ugyanazt az itatétipust hasznaltuk
(palack, ugyanazzal az itatécsOvel), az itatd6 minden "trial" sordn viszonylag sokdig
rendelkezésre 4llt (13 sec), annak érdekében, hogy a "licking" mikrostruktirdja ("licking
cluster"-ek) megmaradjon. Erre azért volt sziikség, mert az els6 kisérletben az egysejtvalaszok
a "licking cluster"-ekkel voltak kapcsolatosak. Ennek eredményeként a kisérlet sordn valéban
hasonl6éan ittak a patkdnyok, minden kisérleti iilés sordn 15-25 ml vizet és 20-35 ml

cukoroldatot ittak.

A "licking cluster"-ek alatt vdlaszolo neuronok

Mindkét kisérlet soran a neuronok jelent6s hanyada (23%, illetve 38%) véltoztatta meg
tiizelési frekvencidjat a "licking clusterek" alatt, mindkét esetben serkentd €s gatld valaszokat
mutattunk ki. Eredményeink azt igazoljak, hogy a valaszok nem az ivdssal, mint motoros
aktussal kapcsolatosak, mert az ivasban a két kiilonboz6 oldat ivdsa sordn gyakorlatilag nincs
kiilonbség (pl. azonos '"licking" frekvencia), de az egysejtvdlaszok viszont eltérdek.
Feltételezésiink szerint a taplalék ize és jutalomértéke jelentds szerepet jatszik a "licking
cluster'-ek alatti vadlaszok kialakitdsdban. Egy feltiind kiilonbség a két kisérlet eredményei
kozott az, hogy mig a szabad ivds sordn szinte csak a cukor ivésa alatt voltak szignifikans
egysejtvalaszok, a povlovi szitudciéban altaldban mindkét oldatra valaszoltak a neuronok, de
a cukoroldatra nagyobbak voltak a vdlaszok. A vdlaszt a két szitudcié kozotti kiilonbségben
kell keresniink. A szabad ivds sordn, miutdn a patkdnyok megtapasztaltdk, mi van az itatoban,

a folyadék ize és mindsége viszonylag sokdig nem véltozott, nem kellett sokat "gondolkodni"
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az ivds eredményével kapcsolatosan. A pavlovi szitudcibban a jutalom mindsége
véletlenszertien véltakozott, a jutalom mindségét dltaldban a CS jelezte, ezért a helyes
jutalomexpektancidhoz folyamatos figyelemre volt sziikség, feltételezhetden a patkdnyok
motivacidos 4allapota is mds volt a pavlovi szitudcidban. Elképzelhetd, hogy a jutalom
milyensége az ivds sordn igazolta az dllatok helyes expektancidjat. A mdsodik kisérletben
elemeztilk azokat a neuronokat amelyek a "licking"-frekvencia szerint moduldljak
tiizelésiiket, és igazoltuk hogy "licking cluster"-ek alatti vdlaszok nem a "licking"-el

kapcsolatos modulacié kdvetkezményei.

Kozvetleniil a "licking cluster"-ek elott vdlaszolé neuronok

Mindkét kisérlet sordn a neuronok 26%-a valtoztatta meg tiizelési frekvencidjat
kozvetleniil a "licking cluster"-ek eldtt. Itt is serkentd és gitld védlaszokat mutattunk Kki.
Feltételeztiikk, hogy ezek a vdlaszok jutalomexpektancidval kapcsolatosak, de az elsd
kisérletben ezt nem lehetett igazolni. Ezt figyelembe véve terveztiik a masodik kisérletet,
amelyben pavlovi szitudcidban a "korai megkozelités" sordn az itaté megkozelitése CS fliggd
pavlovi CR, ennek megfelelden ebben az esetben kozelitették meg az itatd a leggyorsabban
(legnagyobb fejgyorsulds). Az a tény hogy a neuronok populdcids vdlasza azonos volt a "korai
megkozelitések" illetve a "kései/intercluster megkozelitések" alatt, azt a feltételezést igazolja,
hogy az egysejtvalaszok tobbsége nem a megkozelitési reakcioval, hanem
jutalomexpektanciaval kapcsolatos. Valdban, egysejtszinten szdmos neuron mutatott a
megkozelitési reakciotol fiiggetlen valaszmintazatot, néhany neuron azonban a
fejgyorsulasoknak megfeleléen modulalta tiizelési frekvencidjat, vagyis ezeknek a valasza a

megkozelitési reakcioval volt kapcsolatos.

Neurondlis aktivitdsvaltozdsok a kiilonbozo mindségii jutalmakat prediktdlo CS-

ek alatt

A pavlovi szitudciéban a neuronok mintegy 1/5-e vdlaszolt a kiilonb6z6 mindségi
jutalmat prediktdld CS-ek alatt. A madsodik kisérlettel foglalkoz6 fejezetben részletesen
elemeztiik, hogy ezek a vdlaszok a jutalom mindségével illetve motivacidval kapcsolatosak és
nem a hanginger sensoros tulajdonsigaival. Kisérletiink feltiind eredménye, hogy a valaszok
tobbsége azon "trial"-ek alatt volt, amikor a patkdnyok ittak a jutalombdl. A neuronok alig

vélaszoltak a CS-ekre, amikor a patkdnyok nem consummativ magatartdsi mintdzatokra
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(dgaskodas, maszkélas, vakardzds, exploratio, nyugalom) valtottak, vagyis a pavlovi
szitudcidban valo részvétel sziinetel, tehat ez a valasz szorosan Osszefiigg magaval a pavlovi
szitudcidval.

Averziv szituidcidban "trace"-kondiciondlds sordn elektrophysiologiai kisérletben
"bridge sejtek"-et mutattak ki, ami sziikséges a CS és az US kozotti intervallum 4thidaldsahoz
annak érdekében, hogy létrejohessen az asszocidcid. Ehhez természetesen sziikség van a CS-
sel kapcsolatos informécidra. A kisérletiink sordn vdalasztott 1s-os "trace'-intervallum nem
tette lehetové "bridge sejtek" egyértelmii detektalasat. Ennek ellenére, tobb CS alatt valaszold
neuronndl megfigyeltiik, hogy a CS utédn is aktivak maradnak, valdsziniileg ezek a "bridge
sejtek” kozé tartoznak. A fentiek alapjan feltételezziik, hogy a CS alatt valaszol6 neuronok
egyik fontos funkcigja a '"trace''-intervallum athidalasaval kapcsolatos.

Altaldnosan elfogadott, hogy az mPFC egyik funkciéja a magatartis gétlisa. Ezzel
0sszhangban van az a feltlind eredményiink, hogy a nem consummativ magatartasi mintdzatok
megjelenése kézben a neuronok nem csak a CS-re nem valaszolnak, hanem semmilyen, a
magatartassal Osszefiiggd aktivitdst nem mutatnak, €s sok neuron spontdn aktivitisa is
csokken. Elképzelhetd, hogy ilyenkor a felsorolt magatartdsformdk gitldsa megsziinik, a

pavlovi kondiciondl4s alatt pedig ezek magatartdsformak gétlds ald keriilnek.

Juxtacellularis egysejtelvezetés és a neuronok toltése akut

patkanyKkisérletben

Akut elektrophysiologia kisérleteinkben Neurobiotint tartalmazé tiveg mikroelektrodak
segitségével juxtacellularis egysejtelvezetést végeztiink patkdny medalis prefrontalis
cortexbdl (aCg/PL). Valamennyi kisérlet sordn egyes impulzusokkal elektromosan ingereltiik
a basolateralis amygdalat emellett a morphologiailag is jellemzett neuronok mintegy felében a

ventralis tegmentalis aredt (VTA) is ingereltiik szintén egyes impulzusokkal.

78



A "kis és kozepes méretii piramissejtek"” vdlaszai a BLA/VTA elektromos
ingerlésére

Osszesen 22 elektrophysiologiailag vizsgdlt neuront sikeriilt morphologiailag is
jellemezni. Ezekbol 16 "kis és kozepes méretlii piramissejt” volt, mindegyik ebbe a
csoportba tartozo neuron Kivétel nélkiil rovid latenciaju gatlassal (20-25 ms) valaszolt
BLA-ingerlésre. Ezek koziil nyolc VTA-ingerlésre is gatlé vdlaszt mutatott, egy pedig
antidromos serkentd vélaszt is mutatott nagyobb intenzitdsi VTA-ingerlésre, vagyis a neuron

egyik vetiilete a VTA, ahonnan (valészintileg bisynapticus) bemenetet kap.

A "nagy piramissejtek” vilaszai a BLA/VTA elektromos ingerlésére

A négy "nagy piramissejt" koziil kettdé 7 ms-os "onset" latencidji (monosynapticus)
serkentd, egy rovid latenciaji, egy pedig hosszd latencidji gatld valaszt mutatott. Egy
serkentd, és a hosszu latencidju gatlast mutaté neuron gatlassal valaszolt VT A-ingerlésre. Az
utébbi antidromos serkentd valaszt mutatott a VT A-ingerlésére, vagyis visszavetit a VT A-ba

ahonnan polysynapticus bementet kap.

A "nagy multipoldris sejtek" vdlaszai a BLA/VTA elektromos ingerlésére

Az interneuronok kozé tartozé "nagy multipolaris sejt" 7 ms "onset" latencidju
(monosynapticus) serkentd bemenetet kapott. A neuron gitld vélaszt mutatott a VTA-

ingerlésére.

Az mPFC (aCg/PL), a BLA és VTA kapcsolatrendszere és szerepe a
motivdcioban

A  BLA monosynapticus glutamaterg bementet kiilld az mPFC-be, melyek
interneuronokon €s szdmos piramissejten végzodnek. Parvalbumin-pozitiv. GABA-erg
interneuronok viszont monosynapticusan gitoljadk a piramissejteket. A BLA elektromos
ingerlése tehdt szdmos piramissejt monosynapticus ingerléséhez és bisynapticus gétldsdhoz
vezet. El6szor mutattuk ki, hogy amennyiben a BLA-t elektromosan ingereljik a "kis
piramissejt"-eken a bisynapticus gatlds ("onset" latencia 20-25 ms) domindl. Ezzel szemben a

minddssze 4 "nagy piramissejt"-en monosynapticus sekentést, bisynapticus gatlast és hosszi
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latencidju polysynapticus gatlast is sikeriilt kimutatnunk. Az utébbi valdszintileg az MD-n
keresztiil valésul meg, az innen érkezd glutamaterg input, nemcsak piramissejteken, hanem
g4tl6 interneuronokon is végzddik. A VTA-bdl szarmaz6 dopaminerg input a piramissejteken
kozvetleniil, illetve az BLA-b6l, thalamusbdl és hippocampusbdl érkezd rostokon
presynapticusan végzddnek. A VTA elektromos ingerlése dltaldban az mPFC-neuronok
massziv gétldsdhoz vezet. El6szor mutattunk ki, hogy a "kis piramissejtek” és a "nagy
piramissejtek” kozott is taldlhaté olyan, amelyik konvergens gétlé inputot kap a BLA-bdl és a
VTA-b6I és a VT A-ba vetit (antidromos serkent6 valasz).

Az mPFC, a BLA és a VTA a motivalt magatartds szdmos aspektusdban jatszanak
szerepet. Ezért juxtacelluldris kisérleteink alapjan feltételezhetjilkk, hogy a motivacidval
kapcsolatos informacié komplex mddon integrdlédik az mPFC-ben. Tovabba feltételezhetd,
hogy a "kis" és "nagy piramissejt"-ek eltérd funkciondlis tulajdonsidgokkal rendelkeznek a

motivaciéval kapcsolatban.
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