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1. BEVEZETES

A Egyesult Nemzetek Szervezetének (ENSZ) 2019-es adatai szerint 2050-re a 65 évnél
id6sebb emberek a vilag populaciojanak 16%-at fogjak kitenni, és a 65 év felettiek varhato
élettartama novekedni fog 85 évre.! A WHO adatai szerint tobb mint 55 millié ember szenved
valamilyen fajta demenciatol, melynek 60-70%-at az Alzheimer-kor (Alzheimer’s disease: AD)

teszi ki, igy a betegség kezelése az eloregedd tarsadalmakra varé egyik legnagyobb kihivas.?

1.1. A bazalis eléagyi kolinerg rendszer

A bazalis el6agyi kolinerg neuronhal6zat neuromodulatora az acetilkolin (acetylcholine:
ACh), melynek felszabaditasa révén fontos szerepet jatszik az olyan kognitiv funkcidk
megfelelé mitkodésében, mint a figyelem, az éberség és a tanulasi folyamatok.>* Mar régota
ismert, hogy az életkor elérehaladtaval a bazalis el6agyi kolinerg neuronok (basal forebrain
cholinerg neurons: BFCNs) miikodése és morfologiaja megvaltozik, melyet funkciovesztés s
a dendritek, szinapszisok és axonok degeneracidja jellemez. A kolinerg sejtek kognitiv
funkciok szabalyozasaban betoltott szerepérél az egészséges agyban alaposabb tudassal
rendelkeziink, az 6regedés, valamint a neurodegenerativ betegségek soran fellépd aktivitasbeli
valtozasok egyeldre tisztazatlanok.*®

A bazilis eldagy kolinerg rendszerének része a medidlis septum, a substantia
innominata, a Broca-féle diagonalis kéteg horizontalis és vertikalis szara (HDB és VDB) és a
Meynert-féle mag (1. abra).® A BFCNs az agy legkiilonbozobb teriileteire vetitenek, erdsen
innervaljdk a neokortikalis terileteket, valamint tdbbek k&zott projekcidkat kildenek az
amigdala, a hippokampusz, és a neokortex felé.*’

A bazolateralis amigdala (BLA) és a medialis prefrontalis kéreg (mPFC) bizonyitottan
kulcsszerepet jatszanak a tanulasi folyamatokban.® Mind az mPFC mind a BLA az HDB
legjelentdsebb projekcids teriiletei kdzé tartoznak. Az erds kolinerg szabalyozas alatt 4ll6 BLA
elsésorban a félelmen alapuld tanulasban vesz részt. Az ide vetit6 kolinerg sejtek jelentés hatést
gyakorolnak az érzelmi emlékek rogzitésére.® Ekdzben, az mPFC-ben felszabaditott ACh révén

a kolinerg neuronok részt vesznek a figyelmet igényld tanulasi feladatok elsajatitasaban.®
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Bazolateralis amygdala (BLA), entorhinalis kéreg (EC), Broca-féle diagonalis kdteg horizontalis és vertikalis
szara (HDB és VDB), medial septum (ms), substantia innominata (si), laterodorzalis tegmentum (LDT),

pedunculopontine tegmentum (PPT) valamint ezek vetiletei. 2

1.2. Alzheimer-kor

Napjaink egyik leggyakoribb neurodegenerativ betegsége az Alzheimer-kér.! Az AD-t
két klasszikus patologiai jegy alapjan kalonitik el az egyéb kognitiv deficittel jaro
neurodegenerativ betegségekt6l, amelyek a amiloid-béta (AR) fehérje plakkok és a tau fehérje
aggregatumok felnalmozodasa.’®!! Egy masik fontos jellemzd a kordn megjelend és
progresszald kolinerg sejtvesztés és degenerdcid a BF-ben (basal forebrain), valamint a
kiilonbozd kolinerg markerek, mint a kolin-acetiltranszferaz (ChAT) és az ACh csokkenése. 1213
Bar szdmos bizonyiték tamasztja ala, hogy az AD kolinerg elvaltozdsa részben felelds a
memoria, a figyelem és a végrehajtod funkciok karosodasaért, azonban a pontos mechanizmus
nem ismert.*

Az AD vizsgalatara szamos allatmodell sziiletett, ebbél az egyik leggyakrabban
alkalmazott a 3xTg-AD egérmodell. Ezekben az allatokban harom olyan transzgénikus mutacio
fordul el6, melyek a familiaris AD jellemz6i. Ezek a huméan presenilin (PS1), az amiloid
prekurzor fehérje (amyloid precursor protein: APP) és a tau mutans transzgénjei (APP Swedish,
MAPT P301L és PSEN1 M146V). Ezen géneknek tllexpresszalasa a kozponti idegrendszerre,
foként a hippokampuszra és a kéregre korlatozédik. A 3xTg-AD Allatokban az életkor
elérehaladtaval eldszor szinaptikus diszfunkcid és helyi mezdpotencial (local field potential:
LTP) deficit, majd 6 hdnapos kor koril AR plakkok és 12 honapos korban tau neurofibrillaris
kotegek is megjelennek. A 3xTg-AD allatok rendkiviil hasznos modellek az AD vizsgalatahoz

és a lehetséges terapiak teszteléséhez. >’



2. CELKITUZESEK

Az eddigiek sordn rdviden bemutattam, hogy a BF kolinerg rendszer érintett a

természetes dregedés, valamint az AD soran tapasztalt kognitiv hanyatlasban.

A Kiseérleti Orvostudomanyi Kutatéintézet, Rendszer-Neurobiolégia Kutatocsoportban

végzett kisérleteink a BF kolinerg rendszerének felépités- és mikodésbeli jellemzdbire, a

kognicioban betoltott szerepére, valamint kiilonboz6 agyi strukturdkkal, haloézatokkal

kialakitott kapcsolatrendszerére iranyulnak.

Az itt bemutatott Kkisérleteink célja az volt, hogy feltarjuk a BFCNs miikodési

mintazatait, és aktivitasbeli valtozasait a kognitiv funkcidk romlasaval jaré normalis Gregedés,

valamint AD soran.

Kutatasaink fobb célkituzései a kovetkezok voltak:

1)

2)

3)

4)

5)

Egy tanulasi paradigma kifejlesztése mely lehetové teszi a BFECNs vizsgalatat az életkor
fliggd kognitiv hanyatlas soran.

A kifejlesztett tanulasi feladat soran optogenetikai mddszerrel azonositott kolinerg
sejtek aktivitasanak regisztralasa elektrofiziologiai modszerek segitségevel az 6regedeés
kiilonb6zo szakaszaiban.

teljesitményre kifejtett hatasanak vizsgalata.

Az ACh felszabadulas életkor és AD fiiggd valtozasainak feltarasa kiilonb6z6 agyi
tertleteken (BLA, mPFC).

A feltart élettani elvaltozdsok 0Osszevetése az allatok anatomiai elvaltozésaival

hisztoldgiai modszerek segitségével.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Allatok

A vizsgéalatok soran fiatal (3-6 honapos), felnétt (12 honapos) és id6s (18-21 hénapos)
ChAT-IRES-Cre, B6129F1 valamint 3xTg-AD (PSEN1//App_swe//tauP301L (TmTgTQ))
egereket hasznaltunk az European Community’s Council 1986. november 24-i direktivajanak
(86/609/EEC) megfelelden. A kisérleti eljarasokat a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézet
Allatvédelmi Bizottsaga, valamint a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal allat-
kutatésetikai bizottsaga (Committee for Scientific Ethics of Animal Research of the National

Food Chain Safety Office of Hungary) vizsgalta felul és hagyta jova.

3.2. Miitéti eljarasok

Az egereket ketamin-xilazin (83 mg/kg ketamin és 17 mg/kg xilazin feloldva 0.9%
fiziologids sooldatban) intraperitonedlis injekciojaval altattuk. A fejbért leborotvaltuk,
fert6tlenitettik és lidokainos helyi erzéstelenitést alkalmaztunk. Az allatokat sztereotaxias
berendezésbe helyeztilk, és a koponyat mind szinteztik a Bregma (f3) és Lambda (1) pontok
segitségével. A bort felnyitottuk, majd a kotdszoveteket és a periosteumot eltavolitottuk a
koponya feliiletérdl.

Elektrofizioldgiai vizsgalataink soran ChAT-IRES-Cre, B6129F1 egereket (n = 3 db
3-6 honapos; 3 db 18-21 hdnapos) hasznaltunk. Koponyaablakot furtunk az HDB félé R3-t6l
szamitva antero-posterior (AP) 0,75 mm, medio-lateralis (ML) 0,6 mm tavolsagra, az adeno-
asszocialt aktivator opszin (AAV.EFla.Dio.hChR2(H134R)-eYFP.WPRE.hGH; 300 nl)
injektaldsdhoz, majd leeresztettiik a sajat tervezésii 32 csatornas mikrodrive-ot €s a bal parietalis
kéregbe helyeztiink 1-1 fold és referencia vezetéket.

Az optogenetikai manipulécios kisérleteink soran (n = 10 db) a szintén HDB-be
injektaltunk bilateralisan n = 5 allatba AAV gatlé opszint (AAV.Cag.Flex.ArchT.GFP; 120-
120 nl), valamint n = 5 egerbe kontroll virust (AAV.Cag.Flex.GFP; 120-120 nl). A virus
injektalasa utan két optikai szalat (200 um) Ultettink az HDB-be, 20°-0s szdgben.

A szaloptikéas fotometria kisérletekhez ChAT-IRES-Cre, B6129F1, (n = 9 db: 3 db 3-
6 honapos; 3 db 12 honapos; 3 db 18-21 hdnapos), valamint 3xTg-AD
(PSEN1//App_swe//tauP301L (TmTgTQ)), 129SvFx, (n = 6 db: 3 db 3-5 honapos; 3 db 18-21
honapos) egereket hasznaltunk. A miitéti eljaras soran BLA-ba (-t szamitva AP -1,2 mm,
ML -3 mm) és az mPFC-be (B-t6l AP -1,76 mm, ML +0,30) injektaltunk fluoreszcens ACh



szenzort expresszalé AAV virust (AAV.hSyn.ACh4.3.GFP; 300-300 nl), majd optikai sz&lakat
(400 pm) dltettlink be a két terllet folé.

A mitétek soran a mikrodrive-ot vagy az optikai széalakat, valamint egy fejbefogas
céljabdl hasznalt titdnium tartot fogészati cementtel rogzitettink a koponyahoz, végul
fajdalomesillapitét (buprenorphine 0.1 mg/kg) adtunk be intraperitonealisan, majd a gyégyulési
és virus expresszios varakozasi id6szak utan, egy héten &t kézhez szoktattuk az allatokat a

tréning megkezdése elott.

3.3. Pavlovi kondicionalason alapul6 hangdetekciods teszt protokoll

Az egereket vizmegvontuk, naponta 1 ml folyadékot biztositottunk szdmukra, mely nem
jar jelentds stulyvesztéssel és szenvedéssel, azonban motivaltta teszi 6ket a feladat elvégzésére
mely soran a vizet, mint jutalmat hasznaljuk. Az allatokat egy pavlovi kondicionalason alapul6
hangdetekcios feladatban tanitottuk (részletesen lasd: Hegedis és munkatarsai 2021 metodikai
cikkiinkben 8) fejoefogott viselkedési kdrnyezetben (részletesen lasd: Solari és munkatarsai'®).
A fejbefogott egerek a szdjukhoz pozicionalt nyelvcsapasméré portbol kaptak vizet. A
nyelvcsapas frekvencidjat egy infravords szenzor-emitter érzékelte.

A pavlovi vagy klasszikus kondicionalas egy olyan asszociativ tanulasi paradigma, mely
soran egy feltétlen ingerhez (unconditioned stimuli: US) egy feltételes inger (conditioned
stimuli: CS) kotodik. Fé jellemzbje, hogy a kimenetel nem fligg az alany cselekedeteitdl, ezért
az ilyen tipusu tanulason alapulé protokoll kialakitasa lehet6vé tette szamunkra, hogy a lehet6
legjobban kontroll alatt tartsuk a Kisérlet valtozoit és vizsgalhassuk a hattérben allé idegi
mechanizmusokat. A feladat soran az egereknek egy olyan hangdetekcios feladatot kellett
vegrehajtani, ahol két kiilonboz6 frekvenciaju (10 és 4 kHz) hangokhoz kiilonbozo
kimeneteleket kapcsoltunk. A 10 kHz-es hang (H1) jutalmat, mig a 4 kHz-s hang (H2) blintetést
kodolt. A jutalom egy 3 pl mennyiségii vizcsepp, a buntetés pedig egy enyhe, de averziv leveg6
fuvast jelentett. A protokoll soréan az allatok minden nap 0j, egymast koveté tanulasi lépésekbe

kerulnek. Az egereket 16-18 napig tanitottuk, napi egyszer 60 percet (2. &bra, A).
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2. &bra (A) A pavlovi kondicionélason alapulé hangdetekcids feladat tanulési protokoll 1épései és a H1, H2

hangok arényai (B ) A feladat egy probajanak felépitése. Roviditések: CS:conditioned stimuli, US: unconditioned
stimuli

A tréning elsé napjan habituacio zajlik, ilyenkor keriilnek be az allatok elészor a tanitasi
kornyezetbe (2. abra, A). Ebben a lépésben a fejbefogott egerek minden alkalommal kapnak
vizjutalmat, amikor megnyaljak a szajuk elé pozicionalt csévet. A masodik napon bevezettink
a 10 kHz frekvenciaju (1. hang, H1) jutalmat kddolé hangjelet. Az allatok minden jel utan 80%
valosziniséggel, 400-600 ms késéssel kaptak a vizjutalmat, mig a tébbi 20%-ban kihagyas
tortént, vagyis nem érkezett jutalom az ezt jelzé hangra. A kovetkez6 1épésben megjelenik a 4
kHz-es hangjel (2. hang, H2), de bilintetés meg nem érkezik. A H2-t kis szazalékban (25%)
varatlan jutalom koveti. Ez utan kovetkezik a blntetés bevezetése. Ekkor a kimenetelek



valosziniisége a kovetkez6 volt H1: 80% jutalom, 10% bintetés, 10% kihagyas; H2: 25%
jutalom, 65% blntetés, 10% kihagyas. A feltételes ingerek, valamint az ezeket kovet6 feltétlen

ingereket random generalt sorrendben érkeztek (2. &bra, B).

3.4. Hisztologia

Az in vivo tanitdsos kisérletek utdn az allatokat ketamin-xilazin intraperitonedlis
injekcidjaval érzéstelenitettlik és transzkardialisan perfundaltuk foszfat-sooldattal és 4% para-
formaldehiddel. Az agyat eltavolitottuk a koponyabol, posztfixaltuk (~24 6ra, 4% PFA) és 50
pm-os metszeteket vagtunk Leica 2100S vibratommal, melyek mikroszkdpos targylemezekre
kertltek Aquamount lefedé anyaggal. A 3xTg allatokban immunhisztokémiai eljarassal jeldltik
az amiloid-p fehérjeaggregatumokat, valamint minden esetben a virus konstrukciokhoz
kapcsolt sarga és zold fluoreszcens protein (YFP: yellow fluorescent protein, GFP: green
fluorescent protein) segitsegével vizsgaltuk mikroszkopos felvételeken (Nikon C2 konfokalis

mikroszkop), hogy megfelelé volt-e a virus expresszio és a beliltetett optikai szalak helyzete.

4. ADATGYUJTES

A viselkedési adatokat a Bpod Behavior Control System (Sanworks LLC. USA)
segitségével rogzitettik, és egyedi MATLAB fliggvényekkel elemeztiik. A Bpod tranzisztor-
tranzisztor logika (TTL) szignalok generalasa révén lehetové tette az méréseink pontos idébeli
szinkronizaciojat az allatok viselkedésével.

A fotometriai méréseinket Doric Lenses 2-site rendszerrel (Doric Lenses Inc, Kanada)
végeztiik. Ennek kilonlegessége, hogy szimultan tudunk két agyteriiletr6l detektalni
fluoreszcens aktivitast. A rendszer 465 és egy 405 nm hulldmhosszusagut LED-et vezérel. A
465 nm-es jelet, mely az ACh felszabadulassal korrelal normalizaltuk a kontroll 405 nm-es
izobesztikus jellel, ami lehetové tette az agyszovet mozgasabdl szarmazé mitermékek

kisziirését.
4.1. Elektrofiziologia

Az HDB-ben specifikusan mértlk a teriiletére betiltetett 32 csatornas, egyedi tervezésti
optrode segitségével channelrhodopsin asszisztalt optikai azonositassal specifikusan egyedi
kolinerg sejtek aktivitasat a tanulasi feladat alatt. Igy kdvethettilk a kolinerg sejtek tiizelési

aktivitasvaltozasaitkét korcsoportnal. Az allatok tanitasa el6tt és utan 2-2 percig kék lézer
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féennyel (473 nm, Sanctity) 20 Hz-en stimulaltuk a sejteket a belltetett optikai szal segitségével.
Az igy detektalt akcids potencialok alapjan fokomponens-analizissel azonositottuk a kolinerg
sejteket.

4.2. Optogenetikai géatlas

A CS-re az allatok kiilonboz6 reakcidval valaszolhattak: ,, Talalat”-nal a H1 alatt nyaltak
meg a csovet; ,,Téves” esetben H2 jelzésre nyaltak.

A vélaszreakciok szerint elemeztiik az allatok teljesitményét. H1 probak sorén:
,,Talalat” probak/0sszes H1 préba, valamint H2 soran: ,,Téves” probak/0sszes H2 préba.

Az el6nyalasi rata (anticipatory lick rate: ALR) megmutatja, hogy az allat mennyire
sajatitotta el a feladatot. Az ARL azt méri, hogy az allat hanyszor nyalta meg a csovet a H1 CS
alatti idéintervallumban (1s). A magas ARL arra utal, hogy az allat mar a H1 hang hallatan is
szamit a jutalom érkezésére, tehat asszociacio alakult ki benne a H1 CS és az ezt kdvetd jutalom

US kozott.

4.3. Széloptikas fotometria

A fluoreszcencia (AF) mértékének kiszamitasahoz az ACh felszabadulastol fiiggd
szenzorral meért, 465 nm-es jel, és az erre linearisan illesztett, 405 nm-es izobesztikus jel kbzotti

kilonbségét vettlik. Ezutan szazalékos fluoreszcencia-ndvekedést szamoltunk az alabbi médon:

AF 465 nm jel — illesztett 405 nm jel

F illesztett 405 nm jel * 100

1. Képlet

11



5. EREDMENYEK

5.1. Az oregedéssel megvaltozik a BFCNs sejtek aktivitdsa pavlovi

kondicionalas kozben.

Kordbbi munkank soran elektrofiziologiai és optogenetikai technikak otvozésével
rogzitettiik azonositott kolinerg sejtek tlizelési aktivitasat pavlovi asszociacios feladatot (3.3.
fejezet) teljesito fiatal (n=3) és oreg (n=3) allatokbol (3. abra).

A fiatal allatok hamar elsajatitottak a feladatot, kilonbséget tudtak tenni a H1 és H2
kozott és nagy aktivitdst mutattak a feladat soran (3.4bra, A). Az id6s egerek nem
diszkriminaltak a hangok kozott és sokkal kevésbé voltak aktivak, mint a fiatal allatok. A fiatal
allatok HDB-ben mert kolinerg sejtaktivitas n6tt a H1 CS-re, azonban a H2-re nem (3. abra, B).
A kolinerg sejtek az US megérkezésere is megnovekedett tizeléssel valaszoltak mind a fiatal,
mind az 1d6s allatoknal. Az idés egereknél nem tapasztaltunk megndvekedett kolinerg aktivitast
egyik CS-t kovetéen sem, azonban az US-re ebben az esetben is nétt a sejtek tiizelése.

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy az HDB kolinerg sejtjeinek fontos szerepe

lehet a pavlovi kondicionalas soran kialakuld CS-US asszociacioban. A terilet kolinerg
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3. abra (A) Fiatal (3-6), valamint idds (18-21) honapos allatok viselkedésgorbéi (B) Egy-egy példa kolinerg sejtek
tlizelési ratajara HDB-ben fiatal (balra) és idds (jobbra) allatokban
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sejtjeinek CS-t kovetd aktivitasbeli kiilonbsége id6s és fiatal allatokban bizonyitékaul
szolgélhat, hogy az ¢letkorral megjelend kognitiv deficit 6sszefligghet a BFCNS nem megfeleld

miukodésével.

5.2. Az HDB kolinerg sejtjeinek optogenetikai gatlasa a CS alatt megzavarja

a tanulasi folyamatot

Az optogenetikai manipulacios kisérlet soran az HDB kolinerg sejtjein végeztiink
Archeorhodopsin (ArchT) medidlta géatlast, hogy ellenérizziik az ACh szerepét a feladat
elsajatitasa soran. Erre a célra fiatal (3-6 honapos) ChAT-Cre allatokat hasznaltunk, mely
egértorzs lehetdvé teszi a kolinerg sejtek célzott vizsgalatat. Az elektrofiziologiai vizsgalataink
eredményei alapjan, miszerint a fiatal és id0s alatok eltérd kolinerg valaszt adnak a CS-re, Ugy
dontottiink, hogy az HDB kolinerg neuronjainak gatlasahoz szlikséges lézermegvilagitast (594
nm, Sanctity) a CS megjelenéséhez igazitjuk. Kontroll allatainkba a virus kontroll valtozatat
injektaltuk, mely nem tartalmazza a gatlo opszint.

A tanitasi folyamat soran a gatolt allatok kevésbé tudtak megkiilonbdztetni a H1 és H2
CS-t (4. abra). A 4. abran jol latszik, hogy a kontrollcsoport aktivabb volt, és diszkriminaltak a
H1-H2 CS kozott. A gatolt csoport ezzel szemben a tanitas alatt nem volt aktiv és nem mutatott

jelentds diszkriminaciot, bar preferaltak a H1 ingert (4. abra).

Kontroll allatok Gatolt allatok
11 1
w038 0.8 1
@
2
2 061 0.6 -
w
v
2 044 0.4 1 ’\/\/\/\
]
>
Z 021 0.2 1
0 B m—- - 0 ‘ —
2 4 6 8 10 12 14 16 2 4 6 8 10 12 14 16
Tanitasi napok Tanitasi napok

Talalat/H1prébak J
M Téves/H2prébak J"

4. &bra Kontroll és géatolt csoportok pszichometrikus tanuldsi gorbéi a tanitisi protokoll egymdst kovetd
Iépéseiben. A zold vonal jelzi a H1-re adott nyelvcsapasok szamat az 6sszes H1 probahoz viszonyitva. Pirossal
ugyanezt lathatjuk a H2 prébékra.
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Az 5. abrén latszik, hogy a kontroll allatoknak szinte minden nap szignifikansan
magasabb volt az ALR szintje a gatoltakéhoz képest (Wilcoxon kétoldali rangteszt, p <0,01).

Optogenetikai manipulacios kisérleteink eredményei alapjan elmondhato, hogy az HDB
kolinerg neuronjainak hangjelzés alatti gatlasdval romlott az allatok feladat soran nydjtott
teljesitménye a kontroll csoportéhoz képest. Ez arra utal, hogy az BFCNs szerepet jatszanak a
pavilovi tanulasi folyamatban, és a kolinerg jelatvitel szikséges a CS-US asszociacio
kialakulasahoz.
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Tanitasi napok
Gatolt allatok tanitasi napjai (n = 5)
Kontroll allatok tanitasi napjai (n = 5)

5. abra ALR a 16 tanitasi nap soran. A kontroll (n = 5) allatok ALR-je majdnem minden nap szignifikansan
nagyobb (*) volt, mint a géatolt (n = 5) allatoké.
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5.3. Az ACh felszabadulas valtozasa idds és AD modell allatokban a BLA és

mPFC teriletén pavlovi kondicionalas soran

Fotometriai Kisérleteink sorén, arra voltunk kivancsiak, hogy az elektrofiziologiai
vizsgélataink sordn mért adataink megfigyelhetok-e a kolinerg sejtek populécioinak és az ACh
felszabadulas szintjén is. Méréseinket ACh szenzor segitségével vegeztik, mely ACh
kotésének hataséra konformaciovaltozason esik &t, igy megvaltozik a fluoreszcencia
intenzitasa, melyet optikai szal segitségével mérhetiink a célterlileteken. A vizsgalatok soran
mert fotometriai jelink aranyos az ACh felszabadulassal és kozvetetten a kolinerg sejtek
aktivitasaval 2°. A miitéti eljaras soran a BLA-ba és a mPFC-be injektaltuk az ACh szenzor
kifejez6déséhez sziikséges AAV konstruktot, és ugyanezekre a terlletekre Ultettiink be 1-1
Uvegszalat. A szenzor megfelelé expresszios szintjének elérése utan, a mar leirt pavlovi
feladatban (3.3 fejezet) tanitottuk az allatokat, mikdzben szimultan vezettik el az ACh

felszabadulast jelz6 fotometriai jelet a két agyteriiletrol.

5.3.1. 3-5honapos ChAT-Cre egerekben ACh szabadul fel a jutalom jelzésre, de a

blntetés jelzésre nem

A korabbiaknak megfeleléen, a fiatal allatok hamar megtanultak a feladatot, és jol meg
tudtak kulonboztetni a két CS-t. Szignifikansan nagyobb ALR-t mutattak a H1 hangra a H2-
hdz képest, amely a feladat megfeleld elsajatitasat feltételezi (7.a4bra A).

Az egy 0ras tanitasi intervallum alatt rogzitett fotometriai jel medianjat vettlk a tanitasi
napok kozott, ezeket Z-score normalizaltuk, majd az egy korcsoportba tartozo allatok
medianjait atlagoltuk.

Az elektrofiziologiai eredményeknek megfeleléen a kolinerg sejtek aktivitdsanak
novekedéset figyeltik meg BLA-ban a jutalmat jelz6 H1 CS-t kovetéen, azonban mPFC-ben
csak egy lassi emelkedést tapasztaltunk a detektalt fluoreszcens jelben. Az US megérkezését
mindkét agyteriilet esetében jelentds kolinerg aktivacio kovette. Ezzel szemben a biintetést

prediktalo H2-es hangot nem kdvette a kolinerg sejtek megndvekedett aktivacioja (7. abra, B).
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7. &bra (A) Egy fiatal allat napi teljesitménye. Felll: raszter diagrammokon abrazoltuk, hogy hanyszor nyalt az
llat a H1 és H2 probak soran (egy sor egy probanak felel meg); Alul: ALR; Zold: Nyalas szama a H1
probakban, Piros: Nyalas szama a H1 probakban

(B) 4 két agyteriileten mért atlagos normalizdlt aktivitds (df/f) a HI és H2 CS megjelenésétdl eltelt idd
fliggvényében.

Osszességében ezek az eredmények arra utalnak, hogy 3-6 honapos egerekben az ACh
felszabadulasa a BLA-ban dsszefiigg a feladat teljesitésével, és ez nemcsak a visszacsatolasnal
van jelen, hanem akkor is, amikor az allat a H1 CS alapjan megtudja, hogy jutalomra szamithat.
Ez a minta hasonlé az HDB kolinerg idegsejtjeiben megfigyelthez, tehat a BLA-ban ACh
felszabadulas torténik a két US, valamint a Hl-et kovetden. Erdekes, hogy ezekben az
allatokban csak egy lassu emelkedésii ACh felszabadulast tapasztaltunk az az mPFC teriletén
a H1 CS-t kovetben (7. dbra, B).

16



5.3.2. A 12 honapos ChAT-Cre egerek kolinerg sejtaktivitasa és viselkedése nem tér el

Iényegesen a fiatal allatokétol

Az egyéves korcsoportba tartozd allatok esetében nem tapasztaltuk a teljesitmény
romlasat (a fiatal egerekhez képest). Er6sen diszkriminaltak a két hang kozott és az ALR-jUK is
rendkivil magas volt (8. &bra, A). A H1 CS-t, a fiatal allatoktdl eltéréen, itt nem csak a BLA-
ban, hanem az mPFC-ben is gyors kolinerg aktivitdsnovekedés kdvette. A fiatal allatokhoz
hasonlban itt sem detektaltunk megndvekedett ACh felszabadulast a H2 CS alatt. Az US-ek
ezekben az allatokban is ACh felszabadulast valtottak ki, mindkét terlleten akarcsak a
fiatalokban (8. abra, B).
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8. abra (A) Egy 12 hénapos allat napi teljesitménye.

(B) 4 két agyteriileten mért atlagos normalizdlt aktivitds (df/f) a HI és H2 CS megjelenésétdl eltelt idd
fliggvényében.

5.3.3. 18-21 honapos ChAT-Cre allatokban a jutalom jelzést csak gyenge ACh
felszabadulés koveti

Idés allataink az elektrofiziologiai meréseink soran tapasztaltakhoz hasonloan
gyengébben teljesitették a feladatot, ALR-jik sokkal alacsonyabb, mint a fiatal és a 12 hénapos
allatok esetében (9. abra, A).
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Az elektrofiziologiai eredményekkel ellentétben az allatokban mért kolinerg aktivitas a
jutalmat prediktalé CS utan még mindig megfigyelhetd, azonban sokkal gyengébb, a BLA-ban
egészen elhanyagolhat6 a fiatal és az egyéves korcsoportjainkhoz viszonyitva. A blintetést
prediktalo H2 jelre az id6s allatoknal sem tapasztaltunk ACh felszabadulast (9. dbra, B).

Osszességében fotometriai eredményeink alatamasztjak az idés allatok HDB-kolinerg
neuronjainak elektrofizioldgiai mérései soran megfigyelteket, miszerint csak az US ingert
kdveti a kolinerg sejtek ACh felszabadulasa, a CS érkezésére nem tapasztaltunk megndvekedett
aktivitast.
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9. abra (A) Egy 18-21hénapos allat napi teljesitménye.

(B) A4 két agyteriileten mért atlagos normalizalt aktivitds (df/f) a HI és H2 CS megjelenésétdl eltelt idd
fliggvényében.
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5.3.4. 3xTg Alzheimer-modell egerekben nem detektalhaté ACh felszabadulés a CS-t

kovetoen

Fotometriai kisérleteinket 18 honapos 3xTg Alzheimer-modell, valamint azonos korud
¢s genetikai hatteri kontroll allatokon is elvégeztik.

Eredményeink alapjan az mPFC-ben nem tér el a kontroll és az AD é&llatokban detektalt
ACh felszabadulds mintazata. A kontroll allatok BLA-jdban detektaltunk egy gyenge ACh
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10. abra (A) Egy 18 honapos 3xTG kontroll allat napi teljesitménye.

(B) A4 két agyteriileten mért atlagos normalizalt aktivitds (df/f) a HI és H2 CS megjelenésétdl eltelt idd
fliggvényében.
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felszabadulast a H1 CS-re (10. abra, B). Az AD allatoknal nem talaltunk Iényeges kilonbséget
a két agyteriilet kozott (11. abra, B).

Osszehasonlitva a 18 hénapos ChAT-Cre allatok kolinerg aktivitasaval (9. abra, B)
lathatjuk, hogy az AD allatokban nem detektéaltunk semmilyen CS valaszt (11. &bra, B), mig
természetes 6regedésti ChAT-Cre allatainkban lathattunk gyenge ACh felszabaduléast a H1-es
jelre.
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11. abra (A) Egy 18 honapos 3xTG-AD allat napi teljesitménye

(B) A4 két agyteriileten mért atlagos normalizalt aktivitds (df/f) a HI és H2 CS megjelenésétdl eltelt idd
fliggvényében.
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5.4. Hisztologia

A szenzor injektéalasanak, valamint az optikai szalak pozicidjanak validalasat hisztologiai
felvételek készitésével végeztik. A 12.A és B abran 1-1 fluoreszcens felvételt lathatunk, amin
jol lathat6 az optikai szalak elhelyezkedése, valamint az ACh szenzor jelenléte a vizsgalt
teruleteken.

A 3XTG-AD éllatainkban AR-antitesttel ellendriztiik az AR-plakkok meglétét (12. abra,
C), minden allat esetében. A plakkok szama a vartnak megfeleléen jelentds volt a kérgi

tertiletekben, a hippokampuszban és a BLA kdrnyékén is (12. &bra, D).

12. dbra Fluoreszcens felvételek egy 12 hdnapos Chat-Cre allatbél (A) BLA-bél és (B) mPFC-b41. JOI
lathat6 az optikai szal elhelyezkedése. Zolddel (GFP) a szenzor kifejezédést, kekkel (DAPI) a
sejtmagokat, pirossal (160 kDa neurofilament medium) a neurofilamentumokat jel6ltik. (C-D) 18 éves
AD allat fluoreszcens felvételei (C) GFP-vel az Af plakkok jeldlddése, kékkel a sejtmagok DAPI
festése lathatd (D) Ugyanebben az allatban magentaval szineztiik az AR plakkokat.
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6. DISZKUSSzZIO

Osszefoglalva, dolgozatomban leirt kisérleteink alatamasztjak, hogy a BFCNs ACh
Kibocsatas révén részt vesznek a tanulési folyamatok szabalyozéasaban. Kisérleteink soran a BF
kolinerg rendszerét vizsgaltuk elektrofizioldgiaval 1-1 sejt szintjén HDB-ben, optogenetikai
manipulacidés vizsgalatainkban ugyanitt populaciés szinten gatoltuk a kolinerg sejteket ezzel
befolyasolva a tanulasi folyamatot, valamint szaloptikas dualis fotometriaval, szimultan mértiik
az HDB két vetitési terlletét a BLA-t és az mPFC-t, melyek a szakirodalom szerint
meghatarozdak a tanulasi folyamatokban.®

Az HDB-ben végzett elektrofizioldgiai méréseink soran azt a felfedezést tettiik, hogy
fiatal &llatok kolinerg sejtjei a pavlovi asszociaciés feladat elsajatitasa utan
aktivitasnovekedessel valaszolnak a H1 CS-re, azonban H2-re nem. A kolinerg aktivitas
mindkét US megérkezésekor is megnétt. A viselkedést tekintve a fiatal allatok jobban
diszkriminaltak a két hang kdzott, és nagyobb aktivitast mutattak a feladat soran, mint az id6s
egerek. Az idOs allatoknal nem tapasztaltunk megndvekedett kolinerg aktivitast egyik CS-t
kovetden sem, azonban az US-re ebben az esetben is nott a sejtek tlizelése. Ezek az eredmények
azt mutatjak, hogy az HDB kolinerg sejtjei részt vesznek a pavlovi kondicionalas soran
kialakulé CS-US asszociacidban. A kolinerg CS valasz eltiinése az id6és allatokban bizonyitékul
szolgél, hogy az életkorral megjelend kognitiv deficit Osszefiigg a BFCNs megfeleld
mukddésével.

Azok az allatok, melyekben az optogenetikaval gatoltuk az HDB kolinerg neuronjait a
CS bemutatasa alatt, szignifikansan gyengébb tanulasi teljesitményt mutattak, mint a kontroll
csoport. Ez is alatdmasztja, hogy a BFCNs-b6l felszabaduld ACh szikséges a CS-US
asszociacié megfeleld elsajatitasahoz pavlovi kondicionalas soran.

Kétoldali szalfotometriaval vezettink el kolinerg ACh felszabadulas-figgé
fluoreszcens jelet a BF kolinerg terminalisaib6l BLA-ban és mPFC-ben. A sejtek
aktivitasnévekedéssel és ACh felszabadulassal reagaltak a H1 CS-re, valamint mindkét US-re,
azonban H2 CS-t itt sem kovette aktivitas ndvekedés. A 3-6 és a 12 hdnapos allatok viselkedése
és a kolinerg sejtjeik aktivitasa nagyon hasonlo volt, azonban 18 hénapos ChAT-Cre és 3XTG
allatok nem tudtak elsajatitani a feladatot és nem alakult ki a fiatalabbakra jellemz6 H1 CS-re
érkez6 ACh felszabadulas, mely CS-US asszociacid kialakulasaval fligg 6ssze.

Az elért eredményeink is alatdmasztjak azt a hipotézist, miszerint a BF szerepet jatszik
a tanulasban, és a kor elérehaladtaval, valamint a kolinerg sejtek nem megfelelé mikodése

esetén a teljesitmény jelentds romlast mutat. Ennek a folyamatnak a pontos megeértése
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elvezethet oda, hogy kdzelebb keriiljiink az AD és kiilonb6zé demencidk gyogyitasdhoz, és

ezzel hozzajaruljunk az eloregedd tarsadalom okozta problémak mérsékléséhez.

24



KOSZONETNYILVANITAS

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Hangya Balazsnak, aki lehetové tette a kisérletek
elvégzéset, valamint szakmai javaslataival segitette dolgozatom elkészitését. Kdszonom
témavezetémnek Dr. Sergio Martinez Bellver-nek, aki megtanitott a kiilonboz6 technikékra és
a sztereotaxias mitétre. Koszonettel tartozom tovabba kollegdimnak Kirdly Bélintnak, Dr.
Szaho Irisznek és Schlingloff Danielnek a kisérletekben és a statisztikai elemzésekben nydijtott

rengeteg segitségért, valamint Lengyel Katalinnak a hisztoldgiai metszetek preparalasaért.

25



IRODALOMJEGYZEK

10.

11.

12.

13.

United Nations. World Population Ageing 2019. World Population Ageing 2019
Highlights (2019). doi:10.18356/9df3caed-en.

prince, martin. World Alzheimer Report. (2015).

Everitt, B. J. & Robbins, T. W. Central cholinergic systems and cognition. Annu. Rev.
Psychol. 48, 649-684 (1997).

Hangya, B., Ranade, S. P., Lorenc, M. & Kepecs, A. Central Cholinergic Neurons Are
Rapidly Recruited by Reinforcement Feedback. Cell 162, 1155-1168 (2015).

Ballinger, E. C., Ananth, M., Talmage, D. A. & Role, L. W. Basal Forebrain Cholinergic
Circuits and Signaling in Cognition and Cognitive Decline. Neuron 91, 1199-1218
(2016).

Pini, L. et al. Brain atrophy in Alzheimer’s Disease and aging. Ageing Res. Rev. 30, 25—
48 (2016).

Schliebs, R. & Arendt, T. The cholinergic system in aging and neuronal degeneration.
Behav. Brain Res. 221, 555-563 (2011).

Gordon, J. A. PFC-AMY Entrainment Fear. 33, 395-401 (2015).

Anhrlund-Richter, S. et al. A whole-brain atlas of monosynaptic input targeting four
different cell types in the medial prefrontal cortex of the mouse. Nat. Neurosci. 22, 657—
668 (2019).

Kerbler, G. M. et al. Basal forebrain atrophy correlates with amyloid B burden in
Alzheimer’s disease. Neurolmage Clin. 7, 105-113 (2015).

Haass, C. & Selkoe, D. J. Soluble protein oligomers in neurodegeneration: lessons from
the Alzheimer’s amyloid B -peptide. 8, (2007).

Schliebs, R. Basal Forebrain Cholinergic Dysfunction in Alzheimer ’ s Disease —
Interrelationship with b -amyloid , Inflammation and Neurotrophin Signaling. 30, 895—
908 (2005).

Hampel, H. et al. The cholinergic system in the pathophysiology and treatment of
Alzheimer’s disease. Brain 141, 1917-1933 (2018).

26



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Grothe, M., Heinsen, H. & Teipel, S. J. Atrophy of the cholinergic basal forebrain over
the adult age range and in early stages of Alzheimer’s disease. Biol. Psychiatry 71, 805—
813 (2012).

Oddo, S. et al. Triple-transgenic model of Alzheimer’s disease with plaques and tangles:
intracellular Abeta and synaptic dysfunction. Neuron 39, 409-421 (2003).

LaFerla, F. M. & Green, K. N. Animal models of Alzheimer disease. Cold Spring Harb.
Perspect. Med. 2, (2012).

Billings, L. M., Oddo, S., Green, K. N., McGaugh, J. L. & LaFerla, F. M. Intraneuronal
AP causes the onset of early Alzheimer’s disease-related cognitive deficits in transgenic
mice. Neuron 45, 675-688 (2005).

Hegedis, P., Velencei, A., Belval, C. H. de, Heckenast, J. & Hangya, B. Training
protocol for probabilistic Pavlovian conditioning in mice using an open-source head-
fixed setup. STAR Protoc. 2, (2021).

Solari, N., Sviatko, K., Laszlovszky, T. & Hegedus, P. Open Source Tools for
Temporally Controlled Rodent Behavior Suitable for Electrophysiology and Optogenetic
Manipulations. 12, 1-14 (2018).

Jing, M. et al. A genetically encoded fluorescent acetylcholine indicator for in vitro and
in vivo studies. Nat. Biotechnol. 36, 726737 (2018).

Perez-Lloret, S. & Barrantes, F. J. Deficits in cholinergic neurotransmission and their

clinical correlates in Parkinson’s disease. npj Park. Dis. 2, (2016).

27



	Rövidítésjegyzék
	1. Bevezetés
	1.1. A bazális előagyi kolinerg rendszer
	1.2. Alzheimer-kór

	2. Célkitűzések
	3. Anyagok és módszerek
	3.1. Állatok
	3.2. Műtéti eljárások
	3.3. Pavlovi kondicionáláson alapuló hangdetekciós teszt protokoll
	3.4. Hisztológia

	4. Adatgyűjtés
	4.1. Elektrofiziológia
	4.2. Optogenetikai gátlás
	4.3. Száloptikás fotometria

	5. Eredmények
	5.1. Az öregedéssel megváltozik a BFCNs sejtek aktivitása pavlovi kondicionálás közben.
	5.2. Az HDB kolinerg sejtjeinek optogenetikai gátlása a CS alatt megzavarja a tanulási folyamatot
	5.3. Az ACh felszabadulás változása idős és AD modell állatokban a BLA és mPFC területén pavlovi kondicionálás során
	5.3.1. 3-5 hónapos ChAT-Cre egerekben ACh szabadul fel a jutalom jelzésre, de a büntetés jelzésre nem
	5.3.2. A 12 hónapos ChAT-Cre egerek kolinerg sejtaktivitása és viselkedése nem tér el lényegesen a fiatal állatokétól
	5.3.3. 18-21 hónapos ChAT-Cre állatokban a jutalom jelzést csak gyenge ACh felszabadulás követi
	5.3.4. 3xTg Alzheimer-modell egerekben nem detektálható ACh felszabadulás a CS-t követően

	5.4. Hisztológia

	6. Diszkusszió
	Köszönetnyílvánítás
	Irodalomjegyzék

