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OSSZEFOGLALO

A medialis prefrontalis kéreg (mPFC) projekciods neuronjai tobbféle szubkortikalis
terliletre vetiilnek. Kutatasunkban kétféle projekcidos neuront vizsgaltunk projekcios
mintazatuk és szocialis viselkedésben jatszott szerepiik szempontjabol.

Virélis géntranszferrel designer receptorokat fejeztink ki a mPFC medialis
preoptikus teriiletre (MPOA) vetiilé neuronjaiban, valamint a prelimbikus és infralimbikus
mPFC kalcium/kalmodulin-fiiggé fehérje kinaz II (CaMKII) tartalmi neuronjaiban. A
preoptikus régidba vetiild infralimbikus neuronok mas subkortikalis teriiletekre is vetiilnek,
és serkentésiik esetén cs6kkent a szociabilitas a harom kamras tesztben, de nem valtozott az
allatok direkt interakcidja. A CaMKII neuronok erds vetiiletet adtak a paratenidlis,
mediodorzalis és submedius thalamikus magokba, de nem vetiiltek a hypothalamusba, igy a
preoptikus teriiletre sem. Az mPFC CaMKII tartalmu sejtjeinek serkentése soran csokkent a
fajtarssal toltott id6 a harom kamrds tesztben és szocidlis interakciok tobb elemének
id6tartama a szocialis egyiittlét soran.

Az mPFC altalunk vizsgalt projekcioés neuronjainak kemogenetikai manipulacidja
hatassal volt a szocidlis viselkedésre, ami az adott neuronok szerepére utal a szocialis
viselkedések szabdlyozasaban. A két eltér6 helyre vetiild6 mPFC neurontipus

crer

szabalyozzék, illetve azok eltérd aspektusainak szabéalyozasdban vesznek részt.
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1 BEVEZETES

1.1 A MEDIALIS PREFRONTALIS KEREG (mPFC)
RAGCSALOKBAN

A prefrontalis kéreg (PFC) a magasabb agyi funkciok szervezddésében jatszik
szerepet, mint példaul a kognicid, a motivacido vagy az érzelmek kialakitasa. A PFC
rendellenes miikodése mentalis betegségeknek lehet okozdja, tobbek kozott a skizofrénia,
autizmus spektrum zavar, kiilonbozo fliggdségek vagy depresszio (Arnsten és Rubia, 2012).

A medidlis prefrontalis kéreg (mPFC) ragcsalokban a kovetkezd részekbdl all: az
anterior cingularis (ACC), a prelimbikus (PL) és infralimbikus (IL) kéreg, valamint az IL
alatt elhelyezked6 dorzalis peduncularis kéreg (1. abra). A teriilet sokféle projekcios
neuronnal és interneuronnal rendelkezik, emellett kiilonb6zd agyteriiletrdl szamos bemenet

érkezik ide (Zhang és mtsai, 2016)

1. abra: A medialis prefrontdlis kéreg részeit bemutato rajz. A: szagittalis sik, B: coronalis
sik. Roviditések jelentése: ACC — anterior cingularis kéreg, PL — prelimbikus kéreg, IL —
infralimbikus kéreg, OB — szaglohagyma, FMI —forceps minor, cc — corpus callosum, dJACC
—dorzalis ACC, VACC — ventralis ACC, 0X — chiasma opticum, pontozott vonal a saggitalis
nézetben — a B panelen lathato coronalis sik helye. Ervedeti abra forrdsa: (McKlveen és

mtsai, 2015)

Az mPFC, mint az agykéreg tobbi része, szintén rétegekbdl all (Harris és Shepherd,
2015), viszont a legtobb agykérgi teriilet laminaris nézete és a ragcsalok mPFC-je kozott
vannak jelentés kiilonbségek is. Az mPFC agranularis, vagyis nem tartalmaz

szemcsesejteket. Szintén hianyzik a kanonikus thalamo-recipiens L4 réteg, a thalamikus
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bemenet a tobbi rétegbe érkezik. Az Osszes interneuron tipus megtalalhatdo az mPFC-ben
(Harris és Shepherd, 2015), ugyanakkor az interneuronok altipusai az mPFC-ben mas
agyteriiletektdl eltéré mennyiségben fordulnak eld, példaul kevesebb parvalbumin-pozitiv
¢s tobb szomatosztatin-pozitiv sejt talalhatdé meg (Kim ¢és mtsai, 2017). Az mPFC t6bb
agyteriiletr6l szarmazé bemenetet dolgoz fel, példaul mas kérgi teriiletek, a mediodorzalis
(MD) ¢és a ventromedialis (VM) thalamikus magok (Collins és mtsai, 2018), a bazolateralis
amygdala (Burgos-Robles és mtsai, 2017), a ventralis hippocampus (Spellman és mtsai,
2015) és a claustrum bemeneteit. Ezeknek az afferenseknek fontos funkcionalis szerepe van

a kognitiv és érzelmi viselkedés kialakitasaban (Honjoh és mtsai, 2018; Liu és Carter, 2018).

1.2 AZ MPFC PROJEKCIOS NEURONIJAI ES
CELTERULETEIK

Az mPFC projekcids neuronjai célteriileteik alapjan feloszthatok ugy, mint
intratelencephalicus (IT), piramidalis (PN) és kortiko-thalamikus (CT) neuronok (Harris és
Shepherd, 2015) (2. abra). Az mPFC-ben az IT sejtek a 2/3, 5. és 6. rétegben talalhatok
(L2/3, L5 ¢és L6 sejtek). Minden réteg vetiil az ellenoldali kortexbe, a bazolateralis
amygdaldba, a striatumba, €s a claustrumba. Az L5 és L6 rétegekben talalhatd IT sejtek
morfologiaja, fiziologidja és projekcios mintazata (mely utobbi az L2/3 IT sejtekéhez

hasonlo) 1ényegesen eltér az ott talalhatd PN és CT sejtekétdl (Anastasiades €s mtsai, 2018).

L2/3 LS L6 LS L6
intratelen- intratelen- intratelen- szub- kortiko-
cephalikus cephalikus cephalikus kortikali thalamikus

1eUro neuron

2. abra: Az mPFC projekcios neuronjainak morfologidja (Anastasiades és Carter, 2021).



Az LS5 rétegben fordulnak eld csak a PN sejtek, melyek nagy méretli dendritfaval
jellemezhetOk (Anastasiades és mtsai, 2018). Az mPFC-ben talalhaté PN sejtek kiilonb6zo
szubkortikalis agyi régiokat céloznak meg, ideértve az ipsilateralis striatumot, a thalamust
(driver bemenetek), tobb hypothalamikus magot, a periaqueductalis sziirkeallomanyt, a hidat
¢s szamos neuromodulator kdzpontot (Collins €s mtsai, 2018)(Gabbott és mtsai, 2005).

CT sejtek kisebb mennyiségben az L5 rétegben is jelen vannak, de tobbségiik
elszortan helyezkedik el az L6 réteg IT sejtjeivel keveredve (Anastasiades és mtsai, 2018).
Ezen sejteket az IT sejtektdl megkiilonbozteti a nem adaptalodo tiizelésiik €s a sajatos
morfologiajuk, példaul az L6 rétegbdl csak a CT sejtek apikalis dendritjei terjednek ki az
L1-be (Collins és mtsai, 2018). Az L5 és L6 rétegek CT projekcios neuronjai tobb
thalamikus magot vesznek célba, igy a MD és a VM thalamikus magokat, melyeket
modulatoros bemenettel latnak el. A sejtek egy része eldgazé projekciokat kiild az MD és a
VM fel¢, ami nem jellemzé mas kortikalis teriiletekre (Collins és mtsai, 2018; Wimmer és

mtsai, 2015).

1.3 A SZOCIALIS VISELKEDES ES VIZSGALATI
MODSZEREI RAGCSALOKBAN

A szocialis viselkedés alapja, hogy az egyedek csoportot alkossanak, amik lehetnek
atmenetiek és allandok. Az dallatfajok tobbségének egyedei életiik sordn, legalabb a
szaporodasi id6szakban felkeresik valamely fajtarsukat utdédnemzés céljabol, ami mar tarsas,
azaz szocialis tevékenységnek tekinthetd (Csanyi, 2002). A ragcsalok szocidlis viselkedése
ennél Osszetettebb, és bar az emberét nem éri el, mégis, a szocialis viselkedés szamos

alapmechanizmusa altaluk tanulmanyozhato.

1.3.1 VISELKEDESTESZTEK

A viselkedésteszteket két esetben alkalmaznak, vagy az adott viselkedés
megfigyelésére, vagy kiillonb6zd gydgyszerek hatdsanak tesztelésére. Ha az adott viselkedést
szeretnénk tesztelni, akkor a teszt megtervezésénél elengedhetetlen, hogy a kisérletek
szimulaljak a természetben is el6fordulo feladatokat, mivel, ha az allatot olyan helyzetekben
vagy ingerekkel tesztelik, melyek nem hasonlitanak a sajat Okoldgiai és szocialis
kornyezetiikhoz, akkor nem feltétlen kapunk adaptiv valaszt. A viselkedésteszteket ugy kell

Osszeallitani, hogy ne legyen se tal konnyi, se tal nehéz az allatok szamara (Schweinfurth,



2020). A kovetkezOkben olyan viselkedésteszteket mutatok be, melyek gyakran
el6fordulnak a szocialis viselkedés vizsgalatakor.

Az éltalanos szociabilitds mérésére a legjobban hasznalhatd moddszer a szocialis
ismertségi teszt vagy a direkt szocidlis interakci6 mérése. A specifikus szocidlis
viselkedésekhez, mint példaul az agresszid, empatia vagy anyai viselkedés 1éteznek sokkal
specifikusabb tesztek is, de ezekre a példakra ebben a fejezetben nem térek ki. A szocialis
ismertségi teszthez sziikség van egy harom kamrabol 4ll6 szociabilitasi késziilékre, melyben
a kamrak kis ajtokkal vannak 0sszekotve, amiket a teszt idejére kinyithatoak, hogy az allat
szabadon kozlekedhessen a kamrak kozott. A széls6 kamrakban kis ketrecek talalhatok,
amelyekbe elhelyezhetdk a vizsgalt egyed szamara ismerds €s ismeretlen allatok. A teszt
kezdetekor az allatot a kozépsd kamraba helyezik el és 10 percig mérik, hogy mely kamrék,
mely részein, mennyi id6t toltott el a vizsgalt allat. A direkt szocidlis interakcid mérése soran
két allatot egy open-field aréndba helyeznek el, ahol szabadon interakcidba 1éphetnek
egymassal egy adott idén keresztiil. Ennél a tesztnél nagyon sokféle paramétert lehet
vizsgalni, példaul kozvetlen fizikai szocialis kontaktus, szocidlis szimatolés, exploracio,
verekedés vagy maszas (Keller és mtsai, 2022). Ezeknek a teszteknek a hatrdnya, hogy
egyszerre csak két allat kertil interakcioba, viszont eléfordulnak olyan kisérletek is az uj
technologidknak koszonhetden (példaul mikrochip), melyek soran egyszerre tobb allat
szocialis viselkedését lehet megfigyelni. Fontos kiemelni, hogy a szocialis viselkedés soran
nemcsak magat a szocialis viselkedést kell vizsgalni, hanem meg kell figyelni, hogy az allat
milyen mértékben szorong vagy mutat-e depresszids magatartast, mert ezek a tényezdék mind
befolyasoljak a szocidlis viselkedeést.

A szorongas egy emocionalis allapot, melyet a valds vagy vélt veszély képzete tud
kivaltani. Tobbféleképpen lehet mérni a szorongast az allatokon, példaul a leggyakoribb
modja az emelt keresztpallo teszt (EPM), amely méri, hogy az exploracios igény vagy a nyilt
terektdl vald félelem nagyobb-e az allatban, szorong6 allat a zart részen tolt tobb 1dot

(Kraeuter és mtsai, 2019).

1.4 KEMOGENETIKA

Az utdbbi iddben a technologiai fejlédésnek koszonhetéen megvaltoztak a
viselkedéssel kapcsolatos idegtudomanyi kutatdsok. Napjainkban igen kozkedvelt
megkdzelités erre a kemogenetika, melynek alapjat képezik a szintetikusan eldallitott

receptorok €s a szelektiv ligandumok, melyekkel célzott agyi teriileteket lehet aktivalni vagy



inaktivalni. Ezt DREADD-ként is szoktdk nevezni, ami a Designer Receptors Exclisively
Activated by Designer Drugs roviditése. A DREADD receptorokat be lehet vezetni az
idegszovetbe kiilonbozé géntranszfer stratégiak segitségével, mely lehetévé teszi az
atmeneti ¢€s megismételhetd beavatkozdsokat az agy dinamikajaban inert exogén
ligandumok alkalmazasaval, mint példaul a clozapin-N-oxid (CNO) (Smith és mtsai, 2016).
A DREADD-ek endogén G-fehérjéhez kapcsolt receptor-DNS célzott mutagenezisébdl
szarmazo6 szintetikus receptorok. Ezek a receptorok expresszaltathatok az idegsejtekben, de
hidnyzik az endogén ligandumuk, hogy aktivalodni tudjanak, viszont szisztémasan beadott
CNO-val lehet ket aktivalni. (Armbruster és mtsai, 2007).

A DREADD intrakranialis bejuttatasahoz agymiitétre van sziikség. Az injektalas
soran nem Onmagéban keriil be a DREADD az agyba, az injekcid tartalmazza magat a
DREADD transzgént, a promotert, egy fluoreszcens riportert és magidt a DREADD
transzgént hordoz6 viruskonstrukciot. Ezutdn amint a DREADD expresszidja megvalosul az
agyban, a megfert6zott neuronok reverzibilis gatlasa vagy aktivacioja roviddel a ligandum
intraperitonealis beaddsa utdn bekovetkezik. Ennek koszonhetden a targetalt idegi
rendszerek konnyen modulalhatok egy injekcid beadasaval. Emellett az allat szabadon
mozoghat a beadas utan, igy nem okoz nehézséget a feladatkdrnyezet Osszerakasa, mint az
optogenetika esetén, ahol a feladatkornyezetet modositani kellene, hogy a
csatlakozoelemeket el lehessen helyezni. Tovéabbi elény, hogy a DREADD kdnnyen
kombinéalhaté mas idegtudomanyi modszerekkel, példaul intrakranidlis kaniilalassal vagy
elektrofiziologiai felvételekkel (Robinson és mtsai, 2014). A DREADD modszer elonye,
hogy egy agyteriiletet tobbszor is lehet manipulalni, azaz ezek a kisérletek jol ismételhetOk

(Edeline és mtsai, 2002).



2 CELKITUZESEK

Az mPFC-nek szerepe van a szocialis viselkedés szabalyozasaban, ugyanakkor keveset
tudunk az egyes sejttipusok szerepérdl. Kutatasaim soran célom annak a medialis
prefrontalis neuronalis halozatnak a felderitése, amely meghatarozott szocialis viselkedések
szabalyozasat végzi. Kutatocsoportunk korabbi eredményei szerint a preoptikus teriiletre
érkezd felszallo bemenetek novelik a szocidlis interakciok mértékét (Keller és mtsai, 2022),
ezért elészor az mPFC-b6l a preoptikus teriiletre vetiild neuronokat vizsgaltuk. Jelen
dolgozatban ezen projekcidos neuronokat az mPFC egy masik kiilonb6z6 projekcios
neurontipusaval, a kortikothalamikus neuronokkal hasonlitottam 0&ssze a szocialis
viselkedések kialakitdsdban jatszott szerepe szempontjabol. Specifikus célkitiizéseim a
kovetkezdk voltak:

1. Leirtam az mPFC preoptikus teriiletre vetiilé neuronjainak, valamint a prelimbikus
¢s infralimbikus kéreg CaMKII tartalmu projekcids neuronjainak a projekcios
mintazatat.

2. Meghataroztam, hogy a kétféle mPFC projekcidés neurontipus kemogenetikai

serkentése hogyan valtoztatja az allatok szociabilitasat, és szocialis viselkedését.
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3 ANYAG- ES MODSZERTAN

3.1 ALLATOK

A kisérletek soran ndstény Wistar patkanyokkal dolgoztunk. A Semmelweis
Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsiga és az Eotvos Lorand Tudomanyegyetem
Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga altal jovahagyott kisérleteket végeztiink el a kutatds soran
(PE/EA/926-7/2021 és PE/EA/568-7/2020). Igy a patkanyokon tortént eljarasokat olyan
kisérleti protokollok szerint végeztilkk, amelyek megfelelnek a Foldmiivelésiigyi
Minisztérium  Allathigiéniai és  Elelmiszerellenérzési  FOosztalyanak — (40/2013)
iranyelveinek, ami Osszhangban van az EU 2010/63/EU allatkisérletekre vonatkozo
torvényével. Osszesen 18 felnétt néstény patkany (Wistar; Charles Rivers Laboratories,
Magyarorszag) keriilt felhasznalasra (10 allat a CaMKII serkentd virussal végzett kisérlet

soran, 8 allat a retrograd munka serkentd virussal végzett vizsgalataihoz).

3.2 MUTETEK

A mitétek megkezdése elétt az allatokat testtomegiiknek megfeleld mennyiségii
hasiiregbe adott ketamin (100 mg/ml) és xilazin (20 mg/ml) keverékével altattuk. A miitét
megkezdése eldtt elokészitettiik az allatokat, a koponyatetdrdl lenyirtuk a szort és fejiiket
befogtuk stabilan a csontos hallojaratba helyezett rudakkal, a fels6 metszéfogakhoz
helyezett fém beakasztasaval és az orrtdjékra helyezett fém merevitével. Ezutan szikével
ejtettiink egy 2-3 cm hosszii kozépvonali bemetszést az 4llat fején, amit olloval
hosszabbitottunk meg ¢és borfogdkkal kihajtottuk oldalra, ezzel rogzitve a fejbort.
Kipreparaltuk a bemetszés mentén a koponyéat, hogy megfeleléen latszédjon a bregma pont.
Ezt kovetden bedllitottuk nulla értéknek a bregma pontot a sztereotaxikus eszkdzon, majd
kijeloltiik a furand6 pontokat az ILC és MPOA felett a Paxinos Atlas szerinti koordinatak
alapjan. Ezutan ezen pontokon atfurtuk a koponyacsontot, és felnyitottuk a dura matert.

3.2.1 DUPLA VIRALIS INJEKCIOK

Az MPOA-ba a kovetkez6 virust (100 nl) injektaltuk: pAAV-Efla-mCherry-IRES-
Cre (AAV Retrograde), bilateralisan az alabbi koordinatak szerint: antero-posterior -0,5;
medio-dorsalis +/-0,5; dorso-ventralis -6,7 és -7,7 mm. Ez egy retrogradan terjedd virus,
amely mCherry fluoreszcens fehérjét és Cre-rekombindzt expresszal. Harom héttel késobb

az mPFC-t vettiik célba, melynek koordinatai antero-posterior +2,8; medio-dorsalis +/-0,7;
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dorso-ventralis -3,9 és -4,7 mm voltak. A masodik virus az alabbi volt: pAAV-hSyn-DIO-
HA-hM3D(Gq)-IRES-mCitrine (AAV8) (100 nl/ beadasi hely). Ez az anterogradan terjed6
virus mCitrine fluoreszcens fehérjét és egy serkentd6 DREADD-t Cre-dependens modon
expresszalo virus. A beadas utan harom hetet vartunk a viselkedéstesztekig, mely id6 alatt
az allatok felgyogyultak, valamint a virus fertdzni tudta a sejteket, és kifejez0dott a
DREADD. A viselkedéstesztek megkezdése eldtt egy héttel az egyesével tartott allatok

mellé behelyeztiink egy masik ndstényt.

3.2.2 CaMKIl PROMOTERT TARTALMAZO VIRUS
INJEKCIOJA

A mutét elokészitése és menete hasonld volt a retrograd kisérlethez, viszont most
csak egy, serkentd virust adtunk be az mPFC teriiletére (100 nl/ beadasi hely): pAAV-
CaMKIlla-hM4D(Gq)-mCherry. Ez egy anterogradan terjedé virus, mely tartalmaz egy
Ca2+/kalmodulin-fiiggé protein-kinaz II (CaMKII) promotert, egy mCherry fluoreszcens
fehérjét és a serkent6 DREADD-et. A virus piramissejtekben fejez ki fehérjéket. A miitét utan
harom hetet vartunk, hogy az allatok felgyogyuljanak és a virus szétterjedjen megfeleléen az
agyban. A mtéti idészakban az allatokat itt is egyesével tartottuk. A viselkedéstesztek
megkezdése elott egy héttel az egyesével tartott allatok mellé behelyeztiink egy masik

ndstényt.

3.3 VISELKEDESI TESZTEK

3.3.1 KLOZAPIN-N-OXID (CNO) INJEKCIO

A viselkedési tesztek el6tt 1,5 oraval az allatokat szeparaltuk a stimulus allattol, majd
ezt kovetéen CNO-t vagy kontroll DMSO-t adtunk be intraperitonealisan. Az elsé kisérleti
napon kontroll injekciot alkalmaztunk (5% DMSO desztillalt vizben oldva, 1 ml/kg),
masnap CNO-t adtunk be (0,3 mg/kg CNO, 5% DMSO-ban oldva). Ezt két nappal késébb

ujabb kontroll injekcid kovette.

3.3.2 HAROM KAMRAS ISMERTSEGI TESZT

Eldszor a harom kamrés teszteket végeztiik el. Az els6 nap a beszoktatds tortént, a

masodik napon a kisérlet megkezdése eldtt masfél oraval minden allat DMSO-t kapott,
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ezutan az allatot behelyeztiik a harom kamras eszk6z kozépsd részébe, ami még a kis
ajtokkal le volt zarva. Ezutan az egyik oldals6 ketrecbe behelyeztiik a vizsgalt allat szamara
ismerds allatot, mig a masik oldals6 kamra ketrece iiresen maradt. Ezutan kinyitottuk a kis
ajtokat, és mértiikk a vizsgalt allat mozgasat 10 percen at. A harmadik napon a kisérlet
megkezdése el6tt masfél oraval CNO-t adtunk be az allatoknak. A viselkedéstesztek menete
ugyanaz volt, mint a masodik napon. Az utols6 napon az allatok DMSO-t kaptak masfél
oraval a kisérlet kezdete eldtt. A viselkedéstesztek ugyanugy zajlottak le, mint a masodik €s
harmadik napon.

A rogzitett videok elemzése a SMART Video Tracking software v3.0 (Panlab
Harvard Apparatus) programmal tortént.

3.3.3 DIREKT SZOCIALIS INTERAKCIO VIZSGALATA

A direkt szocialis interakcidé mérése soran a vizsgalt €s a stimulus allatot egy 40x80 cm-
es open-field arénaba helyeztiink el, ahol szabadon interakcioba 1éphetnek egymassal 10 percen
keresztiil. Ennél a tesztnél tobbféle paramétert kiilonbdztettiink meg, passziv fizikai kontaktust,
test szimatolas, anogenitalis szimatolast, maszast, apolast, iildozést és nem szocialis viselkedést.
Ezeket a viselkedési elemeket rogzitettilk a vizsgalt és a stimulus allat esetén is. A kisérlet
napjainak a felosztasa azonos volt a hdrom kamras ismertségi teszt felosztasaval (beszoktatas,
DMSO, CNO, DMSO).

A rogzitett videokban a direkt tarsas interakciokat manualisan, Solomon Coder

szoftverrel elemeztiik Ki.

3.3.4 EMELT KERESZTPALLO TESZT

A szorongésszerii viselkedést az emelt keresztpalld teszttel (EPM) vizsgaltuk. Az
allatokat egy 60 cm magasan 1év0 keresztpallora helyeztiik, amely két nyitott és két zart
karbol allt. A kisérlet kezdetén az allatokat a keresztpallo kdzepére helyeztiikk, majd
szabadon mozoghattak mind a négy karban 10 percen keresztiil. A nyitott és zart karokban

eltoltott idot mértik. A videdkat Solomon Coder szoftverrel elemeztik ki.
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3.4 HISZTOLOGIA

3.4.1 PERFUZIO

A viselkedéstesztek utan az allatokat szepardltuk, majd formaldehid oldattal
perfundaltuk o6ket. A perfuzidé lényege, hogy a sziv balkamrijan keresztiil egy kaniilt
vezetlink az aortaba, majd miutan rogzitettiik a kaniilt, a jobb pitvart megnyitottuk és el6szor
fiziologias sooldattal kimostuk a vért az allatok érrendszeréb6l, majd 4%-0s formaldehidet
hasznaltunk fixaloként. Fixalas utan az agyakat gondosan eltavolitottuk a koponyabdl, majd

egy napra 4%-os formalinban taroltuk, majd athelyzetiik Na-azidos foszfat pufferbe.

3.4.2 METSZETKESZITES

A metszés eldtt egy nappal cukoroldatba helyeztiik az agyakat. Fagyasztva metszés
sordn az agyakat 40 um-es coronalis metszetekre szeleteltiik. Ezutan a metszeteket 0,1%-0s
foszfat-pufferrel mostuk at haromszor, majd Na-azidos foszfat pufferbe taroltuk az

immunfestésig.

3.4.3 IMMUNFESTES

A festés soran minden fobb Iépés eldtt 3-szor atmostuk a metszeteket 0,1%-0S
foszfat-pufferben (PB). Eldszor H202 blokkolast végziink, 15 percen keresztiil hagytuk a
metszetek a 3%-0s H>O> oldatban, mellyel blokkoljuk az endogén peroxidazokat, majd 3%-
os tritonos szérumalbuminba helyeztiik a metszeteket 1 6rara, ezzel csokkentve az antitestek
aspecifikus kotddését. Ezutan a metszeteket egy €jszakara ezerszeres higitasu csirkében
termelt primer anti-mCherry antitestben inkubaltuk (1:1000x, AB205402). . Masnap PB
mosas utan kovetkezett a szekunder antitest (Jackson ImmunoResearch, 03-065-155), ami
ezerszeres higitasu szamarban termelt biotinilalt anti-chicken IgG volt. Az egyoras
inkubacié utan 500x-os higitasu avidin-biotin-peroxidaz (ABC, 1:500x; Vector
Laboratories, PK-6100) oldatba helyeztiik 1 6rara a metszeteket. Ezt kovette egy PB mosas
¢és egy TRIS mosas. Utolso 1épésiink a hivas volt, melynek soran Nikkel-DAB-ban (100 pl
DAB, 3 ml TRIS, 2 ml Nikkel-szulfat/5 ml-es tiveg és a hivas megkezdéséhez 40 pul 0,3%-

0s H202) 6 percen keresztiil el6hivtuk a metszeteket. Ezutdn a metszeteket zselatinos
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targylemezre huztuk fel és 24 oran keresztiil hagytuk szaradni, majd 3 percre xilolba

helyeztiik ket ¢s lefedtiik feddlemezzel.

3.4.4 DUPLA FLUORESZCENS IMMUNIJELOLES

Az elvégzett duplafestés célja, hogy a megfeleld antitestekkel ki tudjuk mutatni az
agysejtekben expresszalddott mCherry-t és mCitrine-t. Mint a Nikkel-DAB festés esetén, itt
is minden f6bb lépés eldtt 3-szor atmostuk a metszeteket 0,1%-0s PB-ben. H20, blokkolast
végeztiink, majd 3%-os tritonos szérumalbuminba helyeztiik a metszeteket 1 orara, majd a
metszeteket egy €jszakara ezerszeres higitasu kecskében termelt (mCitrine specifikus) GFP
primer antitestben (AB5450) inkubaltuk. Masnap mosas utan kovetkezett a szekunder
antitest, ami szamarban termelt biotinilalt anti-kecske IgG volt. Az egyoras inkubacid utan
500x-o0s higitast avidin-biotin-peroxidaz (ABC, 1:500x; Vector Laboratories, PK-6100)
oldatba helyeztiik 1 6rara a metszeteket. Ezutan a PB mosast TRIS mosas kovette és 5000x-
es higitasa FITC-tyramiddal eldhivtuk a metszeteket 6 percen keresztiil. Hivas utan a kettds
jelolés céljabol a metszeteket egy napra 1:1000x-es higitast csirkébdl szarmazod anti-
mCherry antitestoen (AB205402) inkubaltuk, majd masnap PB mosas utan 1 Orara
szamarban termelt Alexa 594 anti-csirke IgG szekunder antitestbe (1:500; Jackson Immuno
Research, 703-585-155) helyeztiik.

3.45 NEURONALIS AKTIVITAS MERESE c-Fos
TECHNIKAVAL

A kisérlet soran a kettesével egyiitt tartott ndstény patkdnyokat a perfizio
megkezdése elott 24 oraval izolaltuk a bazalis c-Fos jel csokkentése érdekében. A perfizid
megkezdése el6tt masfél oraval CNO (0,3 mg/kg) injekciot intraperitonealisan adtunk be, a
kontroll csoport pedig DMSO-t kapott.

A c-Fos vizualizalasat a fent leirt dupla immunjelolés szerint végeztik el, az
immunjeldlés soran 3000-szeres nyulban termeltetett primer c-Fos antiszérummal (Santa

Cruz, SC-166940) dolgoztunk és a c-Fos jelet FITC-tyramiddal hivtuk eld.
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4 EREDMENYEK

Az mPFC-bdl az MPOA-ba vetiil6 neuronok aktivitasanak a hatdsasat dupla viralis
injekcioval vizsgaltuk (3A. abra). CNO hatasara c-Fos jel6lés jelent meg a masodik virussal
fert6zott sejtekben (3B, C). Ezaltal azonositani tudtuk azokat a sejteket, melyeket

kemogenetikailag serkentettiink a viselkedéstesztek soran.

Masodik injekcio:
A PAAV-hSyn-DIO-HA-hM3D(Gq)-IRES-
mCitrine (AAV8 Anterograde)

Els6 injekci6:
pAAV-Efta-mCherry-
IRES-Cre (AAV Retrograde)

\// \\ V,\‘"

\
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3. abra — A: Az MPOA-ba vetiil6 mPFC neuronok serkentéséhez kapcsolodo virusbeadas,
A: Az elsé virus injekcio az MPOA-ba tortént, ami Cre rekombinazt és mCherry (piros)
Sfluoreszcens fehérjét fejezett ki az MPOA-ba vetiilé neuronokban. A masodik virust az PL/IL
teriiletére adtuk be, ami megfertozte a kornyezo neuronokat, Cre-dependens modon
DREADD-et és mCitrine (zold) fluoreszcens fehérjét fejezett ki. Az mCitrine anterograd
terjedésével a neuronok alabbi vetiiletei lathatova valtak. B: Konfokadlis mikroszkoppal
fotozott CNO indukalt c-Fos jelolés (piros) az IL teriiletén, a virussal fertézott neuronokat
z0ld szin jelzi (mCitrine). C: A B panelen nyillal jel6lt sejt nagy nagyitassal. Lathato, hogy
a c-Fos csak a sejttestben jelenik meg. Léptékek: 100 um (B), 10 um (C).

Az els6 virus az MPOA-ban terjedt szét és fertdzott (4A. dbra). A masodik virus csak
a Cre-dependens sejtekben tudott kifejezodni (4B. és C abra), viszont anterogradan tovabbi
vetiileteket adott szamos agyteriiletre (4. abra D-1). Az mCitrine anterograd terjedésével a
mPFC MPOA-ba vetiil neuronjainak a kovetkezé tovabbi vetiiletei valtak lathatova:
accumbens mag (Acc), ventralis pallidum (VP), laterdlis szeptum (LS), paraventrikularis
hypothalamikus mag (PVN), ventromedialis hypothalamikus mag (VMH) és medialis
amygdala (MeA).
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4. abra - A medialis preoptikus teriiletre (MPOA) vetiilo mPFC neuronok projekcios

mintdazata. Az MPFC-be vetiil6 neuronok piros (mCherry), mig az mPFC-bd! indulo rostok
zold szinnel (mCitrine) jelennek meg a dupla fluoreszcens immunfestés utan. A: A
retrogradan jelolo virus MPOA-ba tortént beaddasi helye. B: Az IL és PL kéregben levo, az
MPOA-be vetiild (piros) és az mCitrine-t (zéld) is kifejezé neuronok helyzete az L5-ben. A
sargaként megjeleno neuronokban mind a retrograd, mind a Cre-dependens virus megjelent.
Ezen neuronokban tehat kifejezodik a DREADD receptor is. C: Az mPFC neuronjai nagy
nagyitasu konfokdlis képen. Nyilhegyek jelzik a duplan jel6lédé neuronokat. D-1 képek
mutatjak be az mPFC MPQOA-be vetiilo neuronjainak tovabbi vetiileteit, melyek az Acc, VP,
LS, PVN, VMH, MeA teriiletére vetiilnek. Ezen teriiletek koziil az utobbi 3 tartalmaz olyan
neuronokat is (piros sejttest), melyek vetiilnek kozvetleniil az MPOA-ba. Léptékek: I mm
(A,B,D-1), 100 um (C).

17



Az mPFC-bdl a preoptikus és egyéb szubkortikalis teriiletre vetiild neuronok
stimuldlasanak a hatdsara csokkent az allatok szociabilitasa a statisztikai szamitasok szerint
(5. dbra; RMANOVA; F=4,105; p=0,0395). Ezutan Holm-Sidak's posthoc tesztet végeztiink,
melynek soran megallapitottuk, hogy a CNO ¢és a masodik DMSO oszlopok kozott tortént
szignifikans valtozas, 130+26-r6l 232429 mp-re nétt az ismerds allat kamrajanal toltott ido.

Ezen allatok direkt szocidlis interakcidja nem valtozott meg a serkentés hatasara (6. bra).
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5. abra — Az MPOA-ba vetiilo6 mPFC neuronok serkentésének hatisa a harom kamrds
tesztben mutatott viselkedésre. A: Az ismerds allat kamrdjanal és az tires kamrandl eltoltott
id6 6sszehasonlitasa DMSO kontroll és CNO injekciok beaddsanak hatasara. B: Az ismerds
allat kamrajandl eltoltétt idé vizsgalt allatonként kontroll DMSO és CNO injekciok
hatasara.*: p<0.05,**: p<0.01.

A B =
60 l 60 l
D z
£ £
£ 40 O DMSO £ a0 3 DMSO
,g 0O CNO ;g O CNO
b-] 3 DMSO = O DMSO
20 20
Test Anogenitalis  Szocialis Maszas Uldbzés Passziv Test Anogenitalis Szocialis Maszas Uldbzes Passziv
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6. abra — Az MPOA-ba vetiilo mPFC neuronok serkentésenek hatasa a direkt szocialis
interakciora. A kemogenetikailag serkentett dallat (A), illetve az ismerds stimulus dllat (B)

viselkedési elemeinek idotartambeli valtozasa DMSO és CNO injekciok hatdsara.
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CaMKIIl prométert tartalmazd virus mPFC-be torténd injekcidjan atesett allatokat
perfundalas el6tt CNO-val injektaltuk. A CNO-indukalt c-Fos jelolés azon teriileten jelent
meg, ahol az altalunk beadott virus is szétterjedt, és a virusfert6zott neuronok tobbsége
aktivalodott. Ezzel validaltuk a kemogenetikai serkentésiinket, és azonositani tudtuk azokat

a sejteket, melyeket serkentettiink a viselkedéstesztek soran (7. abra).

A Virus injekcio:

pAAV-CaMKlla-hM4D(Gq)-mCherry (AAV5)

7. abra — A CaMKII tartalmu neuronok serkentéséhez kapcsolodo virusbeadas. A: A virust
a PL-t és az IL teriiletére adtuk be, az mCherry anterogradan terjedt a thalamus MD, PT,
és Sub magjaiba. B: A beadasi helyet mutatjak a megfertozott sejtek (piros), mig a CNO
indukalt c-Fos jelolés (zold) sejtmagokat jelol. C: A nyilhegyek azon sejteket jelolik,
melyekben virus altal kodolt DNS konstrukcio alapjan kifejezédott a DREADD, és a beadott
CNO hatasara c-Fos aktivitast mutattak. Lépték: 1 mm (B), 100 um (C).

A PL és az IL teriiletére virusinjekciot adtuk (8. abra), és ez vetiiletet adott a PT, MD

¢és Sub thalamikus magokba (8D, 8E abrak), viszont nem talaltunk projekciot az MPOA
teriiletén (8C abra).
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8. abra — Az mPFC teriiletén elhelyezkedd CaMKII-t kifejez6 neuronok projekcioi. A:

Koronalis rajz mutatjia az mPFC agyteriiletet, ahova beadtuk a virust. A szaggatott keret

mutatja a B panel latoterét. B: Az A panelen jelolt teriilet mutatja a beadasi helyet (PL és

IL) Ni-DAB-os immunfestéssel eléhivva. C: A virusinjekciot kovetden nem volt jelolédés az

MPOA-ban. D, E: A virus dltal kédolt mCherry fehérje a PT, MD, és Sub magokban. F: Az
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E panelen taldalhato, csillaggal jelélt teriilet nagy nagyitasu képe, ami mutatja az egyéni

idegrost végzodeseket. Lépték: 100 um (B, D, E), 500 um (C), 50 um (F).

Az mPFC CaMKII sejtjeiben DREADD-et kifejez6 allatok szociabilitasat 3 kamras
tesztberendezéssel mértiik, CNO-val torténo serkentés hatasara csokken a tarsaval toltott ido
(RMANOVA, F=5,789; p=0,0128). Ezutan Holm-Sidak's posthoc tesztet végeztiink, ami
kimutatta, hogy az els6 DMSO ¢s a CNO oszlopok kozott tortént szignifikans valtozas, az
ismer0s allat kamrajaban eltoltott id6 277+10,8-r6l 219+17 mp-re csokkent a CNO hatésara,
emellett a CNO ¢és a masodik DMSO kozott tortént még szignifikans valtozas, 219+17-r6l
270£13 mp-re nott.
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9. dbra. A hdarom kamras teszt eredménye az mPFC CaMKII neuronok serkentésének
hatasdara. A: CNO hatdsara csokkent az ismerds dllattal eltéltott ido, mig nott az iires
kamraban toltott ido. B: Az egyes allatok adatait abrdzolva lathato, hogy a masodik DMSO

injekcio beadasanal ujra visszaemelkedett az eredeti értékre a szociabilitas.*: p<0.05.

Az mPFC CaMKIl sejtjeiben DREADD-et kifejez6 allatok direkt szocialis
interakcidjat nyilt porondon vizsgaltuk. CNO-val torténd serkentés hatasara csokkent tobb
szocialis viselkedéselem iddtartama (10. abra). RMANOVA statisztikai tesztet végeztiink,
mely alapjan a test szaglaszas (F=5,435; p=0,0142), az anogenitalis szaglaszas (F=5,876;
p=0,0109), a maszas (F=4,04; p=0,0355) és az iildozés (F=5,215; p=0,0163) esetében
tapasztaltunk szignifikans csokkenést. Ezutan elvégeztiik a Holm-Sidak's posthoc tesztet,
melynek soran a test szagldszas esetében az elsd DMSO nap és a CNO nap kozott tortént

szignifikans valtozas, 72,6+3,0-r6l 54,4+6,6 mp-re csokkent ezen viselkedéselem iddtartama
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CNO hatéséra, az anogenitalis szaglaszas esetében szintén ezen 2 nap kozott tortént valtozas,
15,8+1,5-r61 7,5+1,1 mp-re csokkent a viselkedéselem idOtartama. A maszas esetében is
szintén az els6 DMSO oszlop ¢és a CNO oszlop kozott volt megfigyelhetd szignifikans
valtozas, 2,32+0,71-r6l 0,11£0,06 mp-re csokkent az ezen viselkedéselem idétartama. Az
ildozés esetében nemcsak az elsé DMSO oszlop és CNO kozott (5,78+1,05-r61 2,44+0,60
mp-re valtozott az iildozés idétartama) volt megfigyelhetd szignifikans valtozas, hanem a
CNO ¢s a masodik DMSO oszlopok kozott (2,44+0,56-1r61 4,82+0,75 mp-re nott az tildozés
id6tartama).

A Kkisérleti allatok mellett szintén megvizsgaltuk a stimulus allatok viselkedését,

melyek esetében a kiillonboz6 kisérleti napok kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget

(10B abra).
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10. abra — Direkt szocialis interakcio az mPFC CamKII neuronok serkentésének hatdsara.
A: miitott allat viselkedési elemeinek idotartambeli valtozasa kontroll DMSO és CNO
injekciok hatasara. B: Az ismerds stimulus allat viselkedési elemeinek idotartambeli
valtozasa. C: Azon viselkedési elemek idotartamai, melyeknél szignifikans valtozast

tapasztaltunk. Az egyes dallatokat eltéro szinkodok jelolik*: p<0.05;**:p<0.01.
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Az emelt keresztpall6 teszt segitésével szintén kimutattuk, hogy a mPFC CaMKII
tartalmt sejtjeinek kemogenetikai stimuldlasdnak nincs hatdsa az éllatok szorongasszerii
viselkedésére (11. abra), igy a szocidlis tesztekben megfigyelt viselkedésvaltozasok

nincsenek 0sszefiiggésben az allatok stressz szintjével.

400-
3 DMSO
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300- -|-
-
@ T T
£
£ 200-
8
10
°
100- —
0

nin'E kar zért' kar cer;ter

11. dabra — Az emelt kereszipallo teszt eredménye. A kisérleti eszkoz egyik teriiletén eltoltott

idotartamban sem tortent valtozas CNO hatasara.
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5 DISZKUSSZIO

A preoptikus projekcios neuronok jeldlése megfeleld promoter hidnyaban némileg
komplikaltabb, mint a CaMKII tartalmé projekcidos neuronok esetében. Az MPOA-ba
injektalt retrograd modon terjedé virust hasznaltunk, amely képes volt megfertézni az
MPOA projekcios neuronok terminalisait, majd a sejttestekbe transzportalddott, és Cre-
rekombinazt, valamint mCherry-t fejezett ki. Az IL L5 rétege és a PL ventrélis része
tartalmazott az MPOA-ba vetiild neuronokat. A masodik, az mPFC-be injektalt virus
ugyanott fertézott sejteket, azonban Cre-fiiggd expresszidval rendelkezett, ezért csak a Cre
dependens, az MPOA-bdl retrograd modon jel6lt neuronok expresszaltak az mCitrine-nel
fazionalt DREADD-t, amely ezekben a neuronokban anterograd modon terjedt az axonok
mentén. A vart modon az MPOA-ban anterograd moédon jeldlt rostok jelentek meg.
Ezenkiviil mas szubkortikalis régidkban, koztiik az Acc-ban, a VP-ban, az LS-ban, a PVN-
ban, a VMH-ban ¢és a MeA-ban is megjelentek jelolt rostok, ami arra utal, hogy azok az
mPFC-neuronok, amelyek az MPOA-ba vetiilnek, ezekre az agyi régiokra is projektalnak.
Az mPFC L5 rétegében 1év0 sejttestek elhelyezkedése €s a szubkortikalis régidk projekciodi
alapjan a PN neuronok vagy a PN neuronok egy alcsoportja vetiil az MPOA-ba.

A CaMKII promoter altal iranyitott mCherry-t tartalmazé virus injektalasat kovetden
anterogradan jelolt rostok harom thalamikus teriileten jelentek meg. A rostok megjelenése
arra utal, hogy az mCherry anterograd modon a terminalisok felé terjedt, vagyis a CaMKII
promoter a thalamusba vetiilé neuronokban aktiv volt. A CaMKII glutamaterg neuronokban
fejezédik ki, igy ezek a projekcios neuronok serkentd hatastiak. Erdekes modon azonban a
CaMKII promoter nem volt hatékony minden projekcids neuronban. A projekcids mintazat
alapjan, mely nem foglalt magaba nem thalamikus célsejteket, csak a CT sejtek fejezték ki
az mCherry fluoreszcens fehérjét. A projekcids mintdzat hasonl6 volt a kordbban egerekben
leirt Emx1 promoéter esetéhez, amivel az MD és a ventromedialis mag (VM) volt a sejtek f6
projekcios célpontja (Collins és mtsai, 2018). Néhany kiilonbséget is megfigyeltiink
azonban, nevezetesen azt, hogy anterogradan jelolt rostokat talaltunk kozvetleniil az MD-t6l
rostralis iranyban elhelyezkedd Paratenialis (PT) és a ventralis helyzetii Submedius magban
(Sub), mig a Sub-tdl kozvetleniil laterdlisan elhelyezked6 VM magban nem volt
megfigyelhetd jelolodés. Ezen eltérések faji kiilonbségekbdl is adodhattak, mivel jelen
kisérletek patkanyokkal és nem egerekkel torténtek, de az is felmeriilhet, hogy az mPFC mas
teriileteit vizsgaltuk, mivel a mi injekcidink kissé ventralisabbak voltak, mint Collins és

munkatarsaié. Az is lehetséges, hogy a CaMKII és az Emx1 promoterek nem teljesen atfedd
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sejtpopuléciokban voltak aktivak. Erdekes modon mindkettdt a piramissejtek vagy az 6sszes
fajta projekciés neuron markerének tekintik (Chan és mtsai, 2001), ugyanakkor az
anterograd modon jeldlt rostok mintazata alapjan mindkettd csak a projekcios neuronok egy
alcsoportjaban aktiv.

Az MPOA-ba vetiilé neuronok és a CaMKII promoéterrel rendelkezd neuronok
projekcids mintazata jelentdsen kiilonbozott. Nevezetesen, az MPOA-ba vetiilé neuronok
nem vetiiltek a thalamusba, mig a CaMKII neuronok nem vetiiltek az MPOA-ba. Ez a
jelentds eltérés lehetové tette szamunkra, hogy szelektiven vizsgaljuk az mPFC két, nem

Mivel a CNO-t a viselkedési kisérletek soran szisztémasan injektaltuk, a sejttestekre és
a sejtek termindlisaira egyarant hatassal volt, mivel mindkettd tartalmazott DREADD-
receptort. A CNO hatékonysagat a DREADD-et expresszald neuronok serkentése esetében
a c-Fos megjelenése bizonyitotta a fluoreszcensen jeldlt sejttestekben, valaszul a CNO
beadasara az allatok perfuzioja el6tt. Az MPOA-ba vetiil6 neuronok gatoltak a szociabilitast,
viszont a direkt szocialis interakciokra nem volt mérheté hatasuk. A CaMKII neuronok
serkentésének a hatdséara gatoltak a szociabilitast, azaz a harom kamras teszt soran cskkent
a fajtars kamrajaban eltoltott id6 az lires kamraval szemben. Tovabba a szocialis interakciok
tobb fajtaja is gatolt volt a direkt szocialis interakcid tesztben. Ezek az eredmények
valdsziniileg nem a megvaltozott szorongésszintnek tudhatdk be, annak ellenére, hogy az
mPFC részt vehet a szorongas szabalyozasaban (Giustino és Maren, 2015), mivel mi nem
talaltunk megvaltozott szorongasi szintet azoknal az allatoknal, amelyekben a CaMKII
neuronjait stimulaltuk.

Az mPFC neuronok serkentésének a hatasara lecsokkend szociabilitas arra enged
kovetkeztetni, hogy ezen sejtcsoportok fontosak a szocialis viselkedés szempontjabol, azon
beliil is a szocidlis jutalom feldolgozasaban lehet szerepiik. Azt, hogy az mPFC projekcios
neuronjai gatoljadk a tarsas interakcidkat, a multban mar kimutattdk az Acc esetében
(Murugan és mtsai, 2017). Azonban nem minden projekcios neuron fejtette ki ezt a hatast,
példaul a BLA-ba és a ventralis hippokampuszba projekciot adé neuronok nem voltak
effektivek. A kortiko-thalamikus mPFC neuronok fokozott aktivitasa valosziniileg képes
novelni a thalamo-kortikalis neuronok aktivitasat, amelyek viszont eldszor a felszini réteg,
majd az mPFC neuronok tobb kiilonbozd tipusat aktivaljak, és a szociabilitds mellett a
szocialis interakcioknak is a csOkkenéséhez vezetnek. Az MPOA-ba, és mas szubkortikalis
magokba projektald6 mPFC neuronok specifikus stimulalasanak hatasa korlatozottabb lehet.

fgy a jelen eredmények azt mutattak, hogy a direkt szocidlis interakciokat nem gatoljak az
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MPOA-ba vetiild mPFC bemenetek, bar csdkkent szociabilitast tapasztaltunk, ami a tarsas
interakciok iranti csokkent motivaciora utal. Ez a kiilonbség a két sejttipus kiilonallo

funkciojara utal (12. abra).

B A preoptikus teriiletre vetiilé neuronok

- Serkentéslik hatasara csokkent a
szociabilitas, de az allatok kdzotti direkt
szocialis interakcio nem valtozott.

B Thalamusba vetiil neuronok

- Serkentésik hatasara csokkent a
szociabilitas és csokkent az allatok kozotti
direkt szocialis interakcio.

12. abra. Az mPFC két kiilonbozo projekcios neuronjanak célteriiletei, és szocialis funkcioik.

Osszefoglalva, jellemeztiik az mPFC kortiko-thalamikus neuronjainak célteriileteit
patkanyban, és kimutattuk részvételiiket a szocialis interakciok szabalyozédsadban. Azt is
megmutattuk, hogy bizonyos mPFC neuronok vetiilnek az MPOA-ba, és kollateralisokat
adnak mas szubkortikalis régiokba is. Eredményeink szerint ezen neuronok aktivitasa
befolyasolja az allatok szociabilitasat, de valdsziniileg mas mechanizmusokkal, mint a
kortiko-thalamikus sejtek, mivel a direkt szocialis interakciokat nem valtoztatta meg a

serkentésiik.
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Az allatok sztereotaxias miutéteit, altatdsukat, virusinjekciok beadéasat ¢és
viselkedéstesztek elvégzését Dr. Keller David segitségével és feliigyelete mellett
végeztem. A viselkedéstesztek Osszes videodjat onalldan elemeztem ki.
Immunhisztokémiai eljardsokat hajtottam végre Onalloan, beleértve az agyak
metszeését, €s azok immunjelolését.

A fénymikroszkopos képeket onalloan készitettem el, a konfokalis mikroszkopos
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