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Wprowadzenie

Kluczowym aspektem adaptacyjnego podejmowania decyzji jest zdolnos¢
do wyboru dzialan zwigkszajacych szans¢ na przetrwanie w otaczajacym Srodowisku.
Majac na uwadze dynamike otaczajacego $rodowiska, dokonywanie adaptacyjnych
wyborow nie jest jednak zadaniem tatwym. Wybor najkorzystniejszego kursu dziatania
wymaga bowiem umiej¢tnego oszacowania sytuacji (np.: wartosci dostepnych mozliwosci),
podjecia szybkiej decyzji czy elastycznej zmiany kursu dziatania, w odpowiedzi na zmiang
wymagan otoczenia. Zaburzenie mechanizméw podejmowania decyzji moze prowadzié
do sztywnosci zachowania 1 dokonywania nieadaptacyjnych wyborow. Dlatego tez,
poznanie neuronalnych mechanizméw regulujacych proces podejmowania decyzji moze by¢
pomocne w lepszym zrozumieniu pewnych aspektow zaburzen zachowania, towarzyszacych

chorobom psychicznym.

Celem niniejszej rozprawy jest zmierzanie si¢ z problematyka badania neuronalnych
mechanizméw podejmowania decyzji. Moje zainteresowania skoncentrowane sg na roli
uktadow katecholaminowych — dopaminowego 1 noradrenergicznego. Aktywnos$¢ neuronow
dopaminergicznych $§rédmoézgowia 1 neuronéw noradrenergicznych miejsca sinawego
ma bowiem istotne znaczenie dla regulacji réznych aspektéw podejmowania decyzji
zwigzanych z nakierowaniem uwagi na rozpoznanie istotnych informacji w otoczeniu,
wyborem 1 inicjacja dziatania oraz elastyczng zmiang jego kierunku. W pracy tej stawiam
hipoteze, ze inaktywacja receptoréw dla glutaminianu w neuronach uktadu dopaminowego
1 noradrenergicznego zaburza aktywno$¢ oraz plastyczno$¢ badanych uktadow
neuronalnych, co w konsekwencji prowadzi do zaburzenia mechanizmoéw uczenia si¢
ze wzmocnieniem i podejmowania decyzji. W dalszej cz¢$ci Wprowadzenia przedstawiono
zarys dotychczasowego stanu wiedzy uzasadniajacego ta hipoteze i stanowigcego punkt

wyjscia do podjetych przeze mnie badan.
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1. Rola ukladu dopaminowego w uczeniu si¢ ze wzmocnieniem
i motywacji do poszukiwania nagrod

Anatomia ukltadu dopaminowego srodmozgowia

Neurony dopaminergiczne to komorki wykorzystujace dopaming jako
neuroprzekaznik, a wigc posiadajace zdolnos$¢ syntezy oraz uwalniania dopaminy. Dlatego
tez, markerem biochemicznym wykorzystywanym do identyfikacji komorek
dopaminergicznych jest ekspresja hydroksylazy tyrozynowej (TH), enzymu niezb¢dnego do
syntezy dopaminy (Bjérklund i Dunnett, 2007; Morales i Margolis, 2017; Witten i in., 2011).
Ze wzgledu jednak na obecnos¢ enzymu TH w komorkach nie-dopaminowych, bardziej
selektywnym znacznikiem neurondéw dopaminergicznych jest ekspresja transportera
dopaminy (DAT), odpowiadajacego za wychwyt zwrotny neuroprzekaznika.
Ekspresja transportera DAT wyrazana jest niemal wylacznie przez komorki
dopaminergiczne §rodmoézgowia (Lammel i in., 2015). Ciata tych komoérek zgrupowane sa
w obszarze dwoch przylegajacych do siebie jader, czesci zbitej istoty czarnej (SNc)
1 polu brzusznym nakrywki (VTA), a ich lokalizacja odpowiada grupie A9 i Al0,
wedhug nomenklatury Dahlstrom 1 Fuxe (Dahlstrém i Fuxe, 1964).

Glownym celem projekcji neuronow dopaminergicznych $§rédmoézgowia
jest prazkowie (Bjorklund i Dunnett, 2007, Haber, 2014; Ikemoto, 2007, Schultz, 1998).
Zakonczenia neurondw dopaminergicznych istoty czarnej znajduja si¢ w grzbietowym
prazkowiu, tworzonym przez jadro ogoniaste i skorup¢ (CPu). Z kolei zakonczenia
neurondéw wychodzacych z pola brzusznego nakrywki docierajg do brzusznego prazkowia,
tworzonego przez jadro pollezace (NAc). Neurony wychodzace z istoty czarnej
do grzbietowego prazkowia, tworzace szlak nigrostriatalny, odgrywaja kluczowa role
w wykonaniu programoéw ruchowych i1 uczeniu instrumentalnym. Natomiast neurony
wychodzace z pola brzusznego nakrywki do jadra potlezacego, tworzace szlak
mezolimbiczny, maja istotne znaczenie dla przetwarzania informacji o nagrodzie, regulacji
motywacji 1 uczenia asocjacyjnego. Oprocz polaczen z prazkowiem, neurony
dopaminergiczne $§rédmozgowia tworzg polaczenia z przysrodkowa korg przedczotowa
(mPFC) 1 podstawno-bocznym jadrem migdalowatym (BLA), zapewniajac tym samym
modulacje proceséw poznawczych 1 emocji. Warto wigc zaznaczyC¢, ze neurony

dopaminergiczne $rodmoédzgowia nie stanowig jednorodnej populacji. Tworza one
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heterogeniczne podgrupy, ktoére w zaleznosci od rodzaju tworzonych potaczen i wlasciwos$ci
fizjologicznych moga peli¢ wyspecjalizowane funkcje behawioralne (Lammel i in., 2014,

Morales i Margolis, 2017; Roeper, 2013).

Charakterystyczng cecha neuronéw dopaminergicznych §rédmozgowia jest
wystepowanie dwoch tryboéw aktywnosci elektrycznej i uwalniania neuroprzekaznika,
trybu tonicznego oraz fazowego (Paladini i Roeper, 2014, Wightman i Robinson, 2002).
Bazowa aktywno$¢ elektryczna komoérek dopaminergicznych in vivo charakteryzuje si¢
wystepowaniem pojedynczych i nieregularnych potencjaléow o niskiej czestotliwo$ci
wytadowan (<10 Hz), czemu towarzyszy réwnie powolne uwalnianie dopaminy — ten tryb
nazywany jest trybem tonicznym. Pojawienie si¢ chwilowej (<500 ms) serii trzech lub
wiecej potencjaléw o wysokiej czestotliwosci wytadowan (>10 Hz) oraz nastgpujacy po tym
przejsciowy, duzy wzrost zewnatrzkomorkowego st¢zenia dopaminy, okreslane jest mianem
trybu fazowego. Gtownym regulatorem aktywnos$ci fazowej neuronéw dopaminergicznych
srodmozgowia sg wejscia glutaminianergiczne i cholinergiczne z jader nakrywki mostu,
jadra konarowo-mostowego (PPT) 1 grzbietowo-bocznego (LDT) (Floresco i in., 2003;
Lodge i Grace, 2006, Grace i in., 2007). Oprocz gwaltownego wzrostu, aktywno$¢
neurondw dopaminergicznych moze réwniez ulega¢ gwaltownemu zahamowaniu.
Wystepowanie tego rodzaju pauz mediowane jest przez hamowanie zalezne od kwasu
Y-aminomastowego (GABA). Gtéwnym zrodiem GABA sg projekcje z brzusznej czesci
gatki bladej (VP), jadra brzuszno-przysrodkowego nakrywki (RMT) oraz lokalnych
neuronow GABA-ergicznych w VTA (Paladini i Roeper, 2014). Zarowno fazowa aktywacja
neurondéw dopaminergicznych, jak i pauzy maja istotne znaczenie dla regulacji mechanizmu

uczenia si¢ ze wzmocnieniem (Schultz, 1998, Glimcher, 2011).

Dopamina uwalniana z zakonczen komorek srodmozgowia wigze si¢ do dwoch
typodw receptorow dopaminowych, D1 1 D2. Receptory te sg receptorami metabotropowymi
sprz¢zonymi odpowiednio z biatkami Gogoir 1 Gaio (Neve i in., 2004). Dzigki temu,
w zaleznosci od typu receptora obecnego po stronie postsynaptycznej, dopamina pobudza
lub hamuje aktywno$¢ neuronalng. Warto zaznaczy¢, ze dopamina petni role modulacyjna,
wiec efekt pobudzenia/hamowania jest posrednig konsekwencja zmian we wrazliwos$ci
neuronu postsynaptycznego na pobudzenie. Postsynaptyczne receptory D1 majg niskie
powinowactwo do dopaminy, a receptory D2 wysokie. Dlatego tez uwaza si¢, ze receptory
D2 aktywowane sag w warunkach podstawowych, podczas tonicznej aktywacji neurondw

dopaminergicznych, natomiast aktywacja receptoréw D1 ma miejsce podczas fazowej
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aktywacji neuronéw dopaminergicznych (Dreyer i in., 2010; Goto i in., 2007).
Przerwy w aktywno$ci neuronéw dopaminergicznych, powoduja dezaktywacje obu typow
receptorow (Dreyer i in., 2010). Receptory D2 petnig rowniez rolg autoreceptorow,
ktore zapewniajg zwrotne hamowanie aktywnosci neurondow dopaminergicznych.
Oba typy receptorow wyrazane s3 w duzej ilosci w jadrach podstawnych (BG),
gdzie zlokalizowane s3 na $rednich kolczystych neuronach GABA-erigcznych (MSNs)
(Dudman i Gerfen, 2015, Gerfen i Surmeier, 2011). Te GABA-ergiczne neurony
projekcyjne, tworza dwa gléwne szlaki taczace prazkowie z jadrami wyjsciowymi jader
podstawnych, wewnetrzng czescig gatki bladej (GPi) i1 czeg$cia siatkowata istoty czarnej
(SNr). Neurony tworzace szlak bezposredni docieraja bezposrednio z prazkowia do jader
wyjsciowych, a neurony tworzace szlak posredni dochodzg do czesci zewnetrznej gatki
bladej (GPe) oraz jadra niskowzgorzowego (STN) i dopiero z tych struktur wychodza
projekcje do jader wyj$ciowych jader podstawnych. Charakterystyczng cecha tych potaczen
jest selektywna ekspresja receptorow D1 lub D2. Neurony tworzace szlak bezposredni
wyrazaja ekspresje receptora D1, a neurony tworzace szlak posredni receptora D2
(Gerfen iin., 1990; Surmeier i in., 1996, Valjent i in., 2009). Dlatego tez, neurony tworzace
droge bezposredniag nazywa si¢ umownie ,,neuronami DI1”, a neurony tworzace droge
posrednig ,,neuronami D2”. Klasyczny poglad na funkcj¢ obu szlakéw zaklada,
ze drogi te zaangazowane sg odpowiednio w inicjacj¢ i hamowanie ruchu. Wspotczesnie
uwaza si¢ rowniez, ze neurony DI 1 D2 odgrywaja role w uczeniu si¢ ze wzmocnieniem

(Kravitz i in., 2012; Tai i in., 2012).

Uczenie si¢ ze wzmocnieniem

W serii eksperymentow przeprowadzonych na poczatku lat 90 ubieglego wieku,
Wolfram Schultz i jego wspotpracownicy zaobserwowali, Ze neurony dopaminergiczne
srodmozgowia u naczelnych, odpowiadajg fazowa aktywacjg na nieoczekiwane dostarczenie
zwierzeciu stodkiego plynu lub jedzenia (przeglad tych dos$wiadczen zostal oméwiony
w Schultz, 1998). Gdy dostarczenie nagrody poprzedzone bylo prezentacja bodzca,
ktéry w sposob pewny przewidywat przyszte wzmocnienie, neurony dopaminergiczne
reagowaly wzrostem aktywnos$ci fazowej na pojawienie si¢ owego bodzca, ale nie samej
nagrody. Natomiast, gdy przewidywana nagroda byta pominigta, neurony dopaminergiczne

odpowiadaty zahamowaniem aktywno$ci ponizej poziomu bazowego. Opierajac si¢
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na obserwacjach Schultza, Read Montague i Peter Dayan zasugerowali, ze aktywnos¢
neurondw dopaminergicznych moze kodowa¢ informacj¢ o rozbieznosci pomigdzy
wynikiem oczekiwanym a wynikiem uzyskanym, tj. bledzie przewidywania nagrody
(Montague i in., 1996; Schultz i in., 1997). Ow blad sygnalizowany przez neurony
dopaminergiczne umozliwia aktualizacj¢ posiadanej wiedzy na temat wartosci dziatan
prowadzacych do uzyskania wzmocnienia i oczekiwanej przyszlej konsekwencji owych
dziatan. Pdzniejsze badania wykazaty rowniez, ze aktywnos$¢ neuronéw dopaminergicznych
modulowana jest przez prawdopodobienstwo 1 wielko$¢ nagrody (Fiorillo i in., 2003;
Tobler i in., 2005). Obserwacje te stanowily podstaw¢ do przypuszczenia,
ze neurony dopaminergiczne koduja informacje o ryzyku i oczekiwanej warto$ci nagrod —

zmiennych ekonomicznych istotnych dla procesu podejmowania decyzji opartych o wartos¢.

Dowodem na bezposredni zwigzek pomiedzy aktywnosciag fazowa neurondéw
dopaminergicznych a uczeniem si¢ ze wzmocnieniem s3 obserwacje pokazujace,
ze stymulacja neuronow dopaminergicznych $rodmozgowia prowadzi do wzmocnienia
1 powtarzania dziatan powigzanych ze stymulacja (Phillips i in., 2003; Adamantidis i in.,
2011; Ilango i in., 2014). Proponowanym mechanizmem dzialania dopaminy jest jej wptyw
na modyfikacje plastycznosci synaps korowo-prazkowiowych (Calabresi i in., 2007,
Surmeier i in., 2009; Wickens, 2009). Uwaza si¢, ze fazowe uwalnianie dopaminy
towarzyszace dziataniu, ktore doprowadzitlo do nieoczekiwanej prezentacji nagrody,
prowadzi do wzmocnienia polaczen synaptycznych w neuronach aktywnych podczas tego
zdarzenia, zwigkszajac tym samym prawdopodobienstwo jego powtdrzenia w przysztosci.
Przyktadem stanowigcym potwierdzenie tej hipotezy jest obserwacja, ze stymulacja
neurondéw dopaminergicznych istoty czarnej, w sposob zalezny od aktywacji receptora D1,
wzmacnia polaczenia synaptyczne miedzy kora a neuronami projekcyjnymi prazkowia,
a sita tego wzmocnienia dodatnio koreluje z szybkoscig uczenia si¢ instrumentalnej reakcji
samodraznienia mézgu (Reynolds i in., 2001). Pozniejsze badania wykazaly réwniez,
ze bezposrednia aktywacja neurondw D1 jest wystarczajaca do wywotania dtugotrwatego
wzmocnienia zachowania, w sposoéb niezalezny od aktywacji samych receptorow
dopaminowych (Kravitz i in., 2012). Co wigcej, w sytuacji wyboru mi¢dzy konkurencyjnymi
kursami dziatania, aktywacja neuronéw D1 lub D2 w grzbietowym prazkowiu zmienia
oczekiwang warto$¢ dostepnych dziatan i wplywata na dokonanie przysziego wyboru
(Tai i in., 2012). Obserwacje te sg zgodne z pogladem, ze prazkowie koduje informacje

o oczekiwanej warto$ci dzialan, a dopamina zapewnia sygnat niezb¢dny do jej aktualizacji
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(Lee i in., 2012; Samejima i in., 2005). Z do$wiadczen tych wynika wigc, ze aktywno$¢
fazowa neuronéw dopaminergicznych oraz plastyczno$¢ neuronéw dopaminoceptywnych
prazkowia stanowi neuronalny substrat uczenia si¢ ze wzmocnieniem i1 podejmowania

decyzji o wyborze dziatan o najwigkszej oczekiwanej wartosci.

W badaniach wykorzystujacych funkcjonalne obrazowanie mozgu wykazano,
ze sygnat zalezny od poziomu natlenienia krwi (BOLD), rejestrowany w obszarze pragzkowia
oraz $rodmozgowia, koduje informacj¢ o bledzie przewidywania nagrody
1 jej oczekiwanej wartosci (D ’Ardenne i in., 2008; Knutson i in., 2005; O’Doherty i in.,
2004, Pessiglione i in., 2006, Rutledge i in., 2010). Co wigcej, w badaniu, w ktorym osobom
badanym podawano prekursor dopaminy (lewodopeg) oraz antagoniste receptoréw
dopaminowych D2 (haloperidol) wykazano, ze leki te odpowiednio zwigkszajg
lub zmniejszaja prawdopodobienstwo wyboru czgéciej nagradzanego dziatania (Pessiglione
i in., 2006). Ciekawym wnioskiem z tych badan jest to, ze u ludzi nagroda pieni¢zna
wywotuje taki sam efekt na aktywacje obszarow médzgu zaangazowanych w ocen¢ dziatania
co nagroda naturalna. Oznacza to, ze u ludzi uklad dopaminowy odgrywa role
w podejmowaniu decyzji ekonomicznych. Interpretacja wynikéw tych badan nie jest
wprawdzie wolna od ograniczen, poniewaz sygnal BOLD nie odzwierciedla rzeczywistej
aktywnosci uktadu dopaminowego. Niemniej jednak, obserwacje te wydajg si¢ potwierdzac,
ze neuronalny substrat kodowania btedu przewidywania nagrody 1 uczenia si¢
ze wzmocnieniem jest ewolucyjnie zakonserwowany w mozgach ssakow i ma istotne

znaczenie dla adaptacyjnego podejmowania decyzji.

Majac na uwadze role jakg uktad dopaminowy odgrywa w kodowaniu informacji
o nagrodzie przypuszcza si¢, ze w przebiegu chordb neuropsychiatrycznych moze dochodzi¢
do rozregulowania mechanizméw uczenia si¢ ze wzmocnieniem. Ciekawe w tym kontekscie
sg badania prowadzone na pacjentach z chorobg Parkinsona, u ktorych w wyniku procesu
chorobowego dochodzi do znacznego ubytku dopaminy w jadrach podstawnych.
Pacjenci ci charakteryzuja si¢ wolniejszym uczeniem na podstawie konsekwencji
dokonywanych wyboréw oraz sklonnoscia do kierowania si¢ negatywnymi, anizeli
pozytywnymi informacjami zwrotnymi (Frank i in., 2004; Rutledge i in., 2009).
Podanie pacjentom lekéw nasilajacych transmisje dopaminergiczng (np. lewodopy),
przywraca wrazliwo$¢ na pozytywne informacje zwrotne i zwigksza szybko$¢ uczenia si¢
na podstawie pozytywnego wyniku dzialania. Zaburzenie kodowania informacji o nagrodzie

1 procesu uczenia si¢ ze wzmocnieniem zaobserwowano takze u osob cierpigcych na inne
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choroby, powigzane z dysfunkcja ukladu dopaminowego — depresje, schizofrenig
czy uzalezniania (Heinz i in., 2016, Whitton i in., 2015). Z przytoczonych badan wynika
wiec, ze zaburzenie funkcji uktadu dopaminowego prowadzi¢ moze do zaburzenia proceséw

uczenia si¢ opartego o nagrode.

Motywacja do poszukiwania nagrod

Dopamina wplywa nie tylko na wybor kierunku dziatania, ale rowniez na proces jego
inicjacji 1 podtrzymania (Salamone i Correa, 2012). Obserwacje te wspierane sg przez
doswiadczenia pokazujace, iz wzrost zewnatrzkomorkowego st¢zenia dopaminy
w brzusznym prazkowiu poprzedza moment rozpoczecia dziatania (Phillips i in., 2003;
Roitman iin., 2004, Syediin., 2016), zwtaszcza gdy dziatanie to charakteryzuje si¢ wysokim
wigorem (Ko i Wanat, 2016). Ponadto, doswiadczenia farmakologiczne wskazuja na to,
ze zablokowanie receptorow dopaminowych w obszarze brzusznego prazkowa wydtuza czas
do zaangazowania si¢ w wykonanie dziatania nakierowanego na zdobycie nagrody i obniza
sktonno$¢ do wyboru dziatania wymagajacego wykonania wigkszego wysitku
(Floresco i in., 2008; Nicola, 2010; Salamone i in., 2001). Z badan tych wynika réwniez,
ze zachowanie zwigzane z samym celem dzialania, czyli podejscie do podajnika do ktérego
dostarczana jest nagroda oraz jej konsumpcja, pozostaja niezmienione. Oznacza to,
ze dopamina reguluje przede wszystkim faze inicjacji dziatania i wydatkowania wysitku,
odpowiadajac tym samym za aktywacyjny aspekt motywacji (Salamone i Correa, 2012;
Salamone i in., 2016).

Takze u ludzi zaobserwowano zwigzek pomigdzy aktywacja uktadu dopaminowego
a oceng kosztu dziatania i podejmowaniem decyzji o wyborze dziatania zwigzanego
z wysitkiem (Croxson i in., 2009; Kroemer i in., 2014, Treadway i in., 2012b). Co wigcej,
w badaniach w ktorych podawano ludziom lewodopg, obserwowano wzrost wigoru
dziatania, nakierowanego na pozyskanie nagrody (Beierholm i in., 2013, Guitart-Masip
i in., 2012). U 0s6b z chorobg Parkinsona oraz depresja obserwowano natomiast mniejsza
sktonno$¢ do wyboru dziatania zwigzanego z wysitkiem oraz obnizenie wigoru odpowiedzi
(Chong i in., 2015, Treadway i in., 2012a). W przypadku osob chorych na Parkinsona
nasilenie transmisji dopaminergicznej, zwigzane z podaniem lewodopy, odwracato deficyty
motywacyjne (Chong i in., 2015). Z badan tych wynika wigc, ze dopamina pelni istotng role

w ocenie kosztu dzialania i regulacji wydatkowania wysitku.
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Zjawiskiem taczacym wplyw dopaminy na uczenie si¢ ze wzmocnieniem
1 motywacj¢ jest proces atrybucji znaczenia, czyli przypisania warto$ci motywacyjnej
bodzcom skojarzonym z nagrodg (Berridge 2007, Berridge i Robinson, 1998, Flagel i in.,
2011). W wyniku tego procesu, bodzce skojarzone z nagroda uzyskuja kontrole nad
zachowaniem, nasilajagc zachowania nakierowane na jej zdobycie i stajac si¢ pozadane na
réwni z samg nagroda. Przykladem tego jest zachowanie obserwowane u gryzoni,
ktore oprocz eksploracji miejsca do ktorego dostarczana jest nagroda, tzw. Sledzenie celu
(ang. goal-tracking), eksploruja réwniez miejsce gdzie prezentowany jest bodziec
przewidujacy nagrode, tzw. S$ledzenie znaku (ang. sign-tracking). Zachowaniu
nakierowanemu na $ledzenie znaku towarzyszy nasilone fazowe uwalnianie dopaminy
w brzusznym prazkowiu (Flagel i in., 2011). Co wigcej, zachowanie nakierowane
na $ledzenie znaku, ale nie zachowanie nakierowana na $ledzenie celu, hamowane jest przez
blokade receptoréw dopaminowych (Flagel i in., 2011; Saunders i Robinson, 2012).
Oznacza to, ze podczas uczenia asocjacyjnego, fazowa aktywacja neuronow
dopaminergicznych  umozliwia  przypisanie  wartosci  motywacyjnej  bodzcom

przewidujacym nagrode.
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2. Rola ukladu noradrenergicznego w percepcyjnym
podejmowaniu decyzji i adaptacji do zmieniajacych si¢
wymagan otoczenia

Anatomia osrodkowego ukladu noradrenergicznego

Gtéwnym skupiskiem komorek noradrenergicznych w osrodkowym uktadzie
nerwowym jest miejsce sinawe (LC), zlokalizowane w obszarze mostu, tuz ponizej
srodmozgowia. Jego lokalizacja odpowiada grupie A6, wedtug nomenklatury Dahlstrom
1 Fuxe (Dahlstrom i Fuxe, 1964). Neurony noradrenergiczne, podobnie jak neurony
dopaminergiczne, wyrazaja TH. Dlatego tez, markerem stosowanym do ich identyfikacji jest
ekspresja enzymu p-hydroksylazy dopaminy (DBH), przeksztalcajacego dopaming

w noradrenaling.

Neurony noradrenergiczne miejsca sinawego wysytaja liczne i rozlegle projekcije
do przodomoézgowia, unerwiajac caly obszar kory mozgu, a takze liczne struktury
podkorowe, takie jak wzgorze, hipokamp czy cialo migdatowate (4Aston-Jones i Cohen,
2005; Aston-Jones i Waterhouse, 2016; Berridge i Waterhouse, 2003, Sara, 2009;
Sara i Bouret, 2012). Polaczenia z kora i wzgorzem majg istotne znaczenie dla regulacji
stanu pobudzenia oraz modulacji przetwarzania informacji sensorycznych. Polgczenia
z hipokampem i ciatem migdatowatym petnig natomiast istotng rol¢ w konsolidacji pamigci.
Unerwienie obszaru kory przedczolowej ma réwniez istotne znaczenie dla modulacji
pamigci roboczej, regulacji procesdOw uwagi 1 percepcyjnego podejmowania decyzji.
Neurony noradrenergiczne miejsca sinawego tworzg wigc heterogeniczne podgrupy,
ktére w zaleznosci od rodzaju tworzonych potaczen i wlasciwosci fizjologicznych petnig

wyspecjalizowane funkcje behawioralne (Chandler i in., 2014; Uematsu i in., 2017).

Aktywno$¢ elektryczna neurondw noradrenergicznych miejsca sinawego
charakteryzuje si¢ wystepowaniem dwoch trybow aktywnos$ci, trybu tonicznego oraz
fazowego (Aston-Jones i Cohen, 2005, Berridge i Waterhouse, 2003). Mianem trybu
tonicznego okre$la si¢ podstawowy poziom aktywno$ci neurondw noradrenergicznych
o stosunkowo niskiej czgstotliwosci wyladowan (<5 Hz). Aktywnos$¢ o charakterze
tonicznym koreluje z poziomem pobudzenia, tj. wzrasta podczas wysokiego pobudzenia
(np.: aktywnego poruszania si¢), maleje w okresie niskiego pobudzenia i zanika catkowicie

podczas snu paradoksalnego (Aston-Jones i Bloom, 1981a). Tryb fazowy z kolei
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charakteryzuje si¢ wystgpowaniem serii 2-3 potencjalow o wysokiej czestotliwosci
wyladowan (>10 Hz) i nast¢pujacym po nich dtuzszym okresie obnizonej pobudliwosci.
Fazowa aktywacja neurondw noradrenergicznych wywolywana jest przez bodzce
sensoryczne towarzyszace zdarzeniom o istotnym znaczeniu. Dlatego tez, ten rodzaj
aktywnos$ci zwigzany jest z nakierowania uwagi na pojawienie si¢ w otoczeniu nowych
bodzcoéw oraz detekcja bodzcow przewidujacych nagrode lub kare (Aston-Jones i Bloom,
1981b; Aston-Jones i in., 1994, Foote i in., 1980; Sara i Segal, 1991). Aktywno$¢ fazowa
zalezna jest od podstawowego poziomu aktywnos$ci tonicznej, albowiem zaréwno zbyt niski,
jak 1 zbyt wysoki poziom pobudzenia wptywa negatywnie na zdolno$¢ do generowania
odpowiedzi fazowej neurondéw noradrenergicznych (Aston-Jones i Cohen, 2005).
Glownym regulatorem aktywnos$ci neuronow noradrenergicznych miejsca sinawego
sg pobudzajace projekcje glutaminianergiczne z jadra przyolbrzymiokomorkowego (PGi),
ktére odpowiadaja za generowanie aktywnoS$ci fazowej (Aston-Jones i in., 1986; Ennis
i Aston-Jones, 1988). Niewielkim, lecz majacym istotne znaczenie zrodtem polaczen
pobudzajacych jest rowniez kora przedczotowa. Podczas stymulacji elektrycznej kory
przedczolowej obserwowano zarowno pobudzenie jak 1 hamowanie aktywno$¢ neuronow
miejsca sinawego (Jodo i Aston-Jones, 1997, Sara i Hervé-Minvielle, 1995). Przypuszcza
si¢ wiec, ze projekcje korowe moga w sposdb dwufazowy regulowac aktywnos¢ neuronéw

noradrenergicznych.

Zewnatrzkomorkowy wzrost stezenia noradrenaliny jest liniowo zwigzany
z poziomem wzbudzenia aktywnosci komoérek noradrenergicznych miejsca sinawego
(Berridge i Abercrombie, 1999). Przypuszcza si¢, ze fazowa aktywacja neuronow
noradrenergicznych zwigzana jest z uwalnianiem wigkszej ilosci neuroprzekaznika
(Florin-Lechner i in., 1996). Noradrenalina uwalniana z zakonczen synaptycznych moduluje
aktywno$¢ oraz plastyczno$¢ neurondéw postsynaptycznych, a jej dziatanie mediowane jest
przez trzy typy receptorow: al, a2 1 B, z ktéorych kazdy posiada roézne podtypy
(Berridge i Waterhouse, 2003; Ramos i Arnsten, 2007). Receptory al (sprzezone z biatkiem
Gy) 1 receptory B (sprzezone z biatkiem Ggs) to receptory zlokalizowane gléwnie po stronie
postsynaptycznej. Receptory o2 (sprzgzone z biatkiem Gij,) obecne sa po stronie
postsynaptycznej, ale petnig tez role autoreceptoréw, a ich aktywacja dziala hamujgco na
aktywno$¢ neuronalng. Ze wzgledu na zréznicowang dystrybucje receptorow
adrenergicznych w mozgu, znaczenie poszczegdlnych typow receptoréw dla regulacji

aktywno$ci 1 plastycznosci neurondéw postsynaptycznych wcigz stanowi przedmiot
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intensywnych badan. Glownym postulowanym efektem dzialania noradrenaliny jest
hamowanie bazowej aktywnos$ci neuronéw postsynaptycznych i wzmocnienie ich
odpowiedzi na dostarczenie stymulacji sensorycznej, czyli zwigkszenie stosunku sygnatu
do szumu (ang. signal-to-noise ratio). Dzigki temu noradrenalina moduluje przetwarzanie

informacji sensorycznych o istotnym znaczeniu.

Percepcyjne podejmowanie decyzji

BodZce sensoryczne towarzyszace zdarzeniom o istotnym znaczeniu wywotuja
fazowa aktywacje neuronow noradrenergicznych miejsca sinawego. Zdarzeniem takim
moze by¢ pojawienie si¢ w otoczeniu nowego, nieznanego bodzca, czemu towarzyszy
odruch orientacyjny, czyli nakierowanie uwagi na 6w bodziec (4ston-Jones i Bloom, 1981b;
Foote i in., 1980). W miar¢ powtarzania si¢ prezentacji bodzca, fazowa odpowiedz
neurondw noradrenergicznych ulega stopniowemu oslabieniu. Niemniej, jezeli bodziec
przewiduje majaca po nim nastgpi¢ nagrode, fazowa odpowiedz neurondw miejsca sinawego
nie ulega habituacji. Jak wynika z badan nad selektywno$cig uwagi, prowadzonych na
poczatku lat 90 przez Garyego Astona-Jonesa, neurony noradrenergiczne miejsca sinawego
odpowiadajg aktywacja o charakterze fazowym na spostrzezenie rzadko prezentowanych
bodzcow, ktore sygnalizujg mozliwos¢ uzyskania nagrody (Aston-Jones i in., 1994, 1997,
Rajkowski i in., 1994). Detekcja bodzcow niezwigzanych z nagroda, nie wywotywala
wzbudzenia aktywno$ci miejsca sinawego. Podczas odwrdcenia znaczenia migdzy
bodzcami fazowa odpowiedz na bodziec, ktory dotychczas przewidywat nagrode zanikata,
a W momencie rozpoznania nowego znaczenia bodzcoéw neurony noradrenergiczne
ponownie odpowiadaty aktywacja fazowa na bodziec bedacy wtasciwym sygnatem nagrody.
Istotnym jest, ze po fazowej aktywacji miejsca sinawego nastgpowato wykonanie poprawnej
reakcji behawioralnej, w odpowiedzi na prezentowany bodziec. Nie obserwowano bowiem
fazowego wzbudzenia neurondéw noradrenergicznych w sytuacji pominigcia znaczacego
bodzca (niewykonania reakcji) (Clayton i in., 2004, Rajkowski i in., 2004). Na podstawie
tych doswiadczen zaproponowano, ze aktywno$¢ fazowa miejsca sinawego zwigzana jest
z detekcja znaczenia bodzca oraz podj¢ciem decyzji o wykonaniu odpowiedniego dziatania,
anizeli z odpowiedziag na fizyczne wlasciwosci bodzca czy samym dziataniem.
Pozniejsze badania wykorzystujace schemat ,,go/no-go” wykazaty réwniez, ze aktywacja

miejsca sinawego wyzwalana jest przez podjecie decyzji o wykonaniu reakcji behawioralnej,
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a nie przez oczekiwang nagrode, albowiem nie obserwowano fazowej aktywacji neuronow
noradrenergicznych podczas rowniez nagradzanego powstrzymania si¢ od wykonania
reakcji (Kalwani i in., 2014). Takze w badania na ludziach, w ktorych rejestrowano zmiany
w rozszerzaniu si¢ zrenic (reakcja zalezna od aktywacji uktadu noradrenergicznego)
zaobserwowano, ze szybkie, przejSciowe rozszerzanie si¢ zrenic zwigzane jest z detekcja

znaczacego bodzca i podj¢ciem decyzji o wykonaniu dziatania (Privitera i in., 2010).

W badaniach prowadzonych przez zespot Astona-Jonesa zaobserwowano réwniez,
ze epizodom stabego wykonania zadania, zwigzanym z gorszym rozroznianiem bodzcow
1 wzrostem blednych odpowiedzi, towarzyszyt wzrost aktywnos$ci tonicznej. Podniesienie
bazowego poziomu aktywnos$ci tonicznej obserwowano rowniez podczas odwrocenia
znaczenia bodzcow, kiedy zwierz¢ poszukiwato poprawnego schematu dziatania.
Na tej podstawie wysuni¢to przypuszczenie, ze w odrdznieniu od aktywnosci fazowej,
zwigzanej z eksploatacja dotychczas nagradzanego dziatania, wzrost aktywno$ci tonicznej
prowadzi do eksploracji nowych, potencjalnie bardziej korzystnych mozliwosci
(Aston-Jones i Cohen, 2005). Hipoteza dotyczaca roli ukladu noradrenergicznego
w regulacji rownowagi pomiedzy wykorzystaniem strategii zwigzanej eksploracja
1 eksploatacja znalazta pdzniej potwierdzenie w badaniach na ludziach (Gilzenrat i in., 2010,
Jepma i Nieuwenhuis, 2011). W jednym z tych badan osoby badane musialy poradzi¢ sobie
z dylematem o podjeciu decyzji czy skupic si¢ na dziataniu, ktére miato wysoka skutecznosé
w przeszlosci, czy tez wybra¢ nowy schemat dziatania na wypadek gdyby miat on zapewni¢
jeszcze wigkszy zysk (Jepma i Nieuwenhuis, 2011). Z badan tych wynikalo,
ze wzrost podstawowego poziomu rozszerzenia zrenicy oka (kojarzony ze wzrostem
aktywnos$ci tonicznej), zwigzany byt ze sktonnoscig do eksploracji, czyli wyboru nowego
schematu dziatania. Z przytoczonych badan wynika wigc, zZe aktywno$¢ ukladu
noradrenergicznego ma istotne znaczenie dla regulacji percepcyjnego podejmowania decyz;ji
oraz regulacji rownowagi pomiedzy wyborem strategii zwigzanej z eksploatacja znanych

schematoéw dzialania, a eksploracjg nowych, potencjalnie bardziej korzystnych mozliwosci.

Adaptacja do nieoczekiwanych zmian w otoczeniu

Oprocz roli w regulacji uwagi 1 percepcyjnego podejmowania decyzji uwaza sie,
ze aktywacja uktadu noradrenergicznego reguluje rowniez zdolnos¢ do elastycznej zmiany

kursu dziatania. Hipoteza ta wspierana jest przez wyniki do$wiadczen pokazujace Ze,
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farmakologiczne nasilenie transmisji noradrenergicznej, pozwala na szybka adaptacje¢ do
nieoczekiwanego odwrocenia zalezno$ci migdzy bodzcami przewidujacymi nagrode lub
zmiany zasad jej uzyskania (Devauges i Sara, 1990; Lapiz i Morilak, 2006) oraz dane
pokazujace, iz ostabienie transmisji noradrenergicznej wywotane uszkodzeniem potaczen
z miejsca sinawego do kory przedczolowej lub zahamowaniem aktywno$ci neuronow
miejsca sinawego, skutkuje wolniejszg adaptacja (Janitzky i in., 2015; McGaughy i in., 2008;
Tait i in., 2007). Obserwacje te sg zgodne z teorig ,resetu sieci” (ang. network reset),
postulujaca, ze fazowa aktywacja neurondéw noradrenergicznych i1 towarzyszace temu
uwalnianie noradrenaliny, pozwala na reorganizacj¢ potaczen w korze przedczolowej,
tworzacych reprezentacje aktualnego stanu otoczenia (Bouret i Sara, 2005). Zgodnie z ta
koncepcja reset umozliwia porzucenie niewtasciwego modelu i pozwala na przekierowanie

uwagi na inny aspekt otoczenia, celem odnalezienia wiasciwej strategii dziatania.

W kontek$cie rozwazanej roli uktadu noradrenergicznego w sygnalizowaniu
nieoczekiwanych zmian w otoczeniu, interesujgca jest roéwniez koncepcja Yu i Dayana
mowigca tym, ze aktywno$¢ uktadu noradrenergicznego sygnalizuje nieoczekiwang
niepewno$¢ (ang. unexpected uncertainty), czyli rozbiezno$¢ pomigdzy aktualnymi
obserwacjami otoczenia a jego przewidywang zmiennoscia (Yu i Dayan, 2005; Dayan i Yu,
2006). W odroznieniu od oczekiwanej niepewnosci, czyli znanej 1 spodziewanej zmienno$ci
otoczenia (np. ryzyka), nieoczekiwana niepewnos¢ odnosi si¢ do sytuacji, w ktorej dochodzi
do pogwalcenia oczekiwan co do stanu otoczenia, ktore wydawaly si¢ by¢ poprawne.
Przyktadem oczekiwanej niepewno$ci jest wybor dzialania, ktore daje pewng szanse
na uzyskanie nagrody (np.: p = 0.8). Zaktadajac, ze wiemy, iz wybor dziatania zwigzany jest
z pewng szansg niepowodzenia, akceptujemy oczekiwane ryzyko. Niemniej, jezeli
decydujac si¢ na wybdr tego dziatania w przysztosci zaistnieje sytuacja, w ktorej nastapi
nieoczekiwany spadek prawdopodobienstwa uzyskania nagrody (np.: z p = 0.8 na p = 0.2),
mozemy uzna¢, ze doszto pogwatcenia naszych oczekiwan i wymagana jest aktualizacja
wiedzy na temat spodziewanej zmiennosci wyniku owego dziatania. Koncepcja zaktadajaca,
ze aktywacja uktadu noradrenergicznego sygnalizuje nieoczekiwang niepewno$¢ znalazta
empiryczne potwierdzenie w badaniach na ludziach (Nassar i in., 2012; Payzan-LeNestour
iin., 2013; Preuschoff i in., 2011). Z badan tych wynikato bowiem, ze aktywacja uktadu
noradrenergicznego koreluje z rozpoznaniem przez osoby badane nieoczekiwanych zmian
prawdopodobienstwa uzyskania nagrody. Na tej podstawie wysunig¢to przypuszczenie,

ze analogicznie do sygnatu dopaminowego kodujacego btad przewidywania nagrody,
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sygnat noradrenergiczny koduje blad przewidywania ryzyka, ktéry informuje o tym,
ze konieczna jest aktualizacja przekonan co do zmienno$ci otoczenia. Z przytoczonych
badan wynika wiec, ze aktywacja ukladu noradrenergicznego moze sygnalizowad
nieoczekiwane zmiany w otoczeniu, a tym samym usprawniaé proces uczenia Ssi¢
1 podejmowania decyzji o wyborze kierunku dziatania w dynamicznie zmieniajacym si¢

srodowisku.
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3. Zalezna od glutaminianu regulacja aktywnosci neuronow
katecholaminergicznych i  plastycznosci  neuronow
dopaminoceptywnych prazkowia

Aktywnos¢é neuronow dopaminergicznych srodmozgowia

Zgodnie z hipoteza kodowania bledu przewidywania nagrody, neurony
dopaminergiczne $rédmézgowia odpowiadaja aktywacja o charakterze fazowym
na dostarczenie zwierzeciu niespodziewanej nagrody lub nagrody wigkszej niz oczekiwana.
Uwalniana podczas tego zdarzenia dopamina, moduluje plastycznos¢ neurondéw
dopaminoceptywnych prazkowia, ktore kodujg wartos¢ dokonanego wyboru. Wigkszos¢
wiedzy na temat mechanizmu generowania aktywno$ci fazowej przez neurony
dopaminergiczne oraz zwigzanej z tym plastyczno$ci synaptycznej neurondw prazkowa,
pochodzi z doswiadczen wykonanych w anestezji lub na preparatach in vitro. U zwierzat
uspionych obserwuje si¢ bowiem wystepowanie spontanicznych epizodow aktywnosci
fazowej, ktore nie r6znig si¢ czasem trwania czy czestotliwoscia wytadowan od epizodow
aktywnos$ci zwigzanych z prezentacja nagrody (Hyland i in., 2002; Paladini i Roeper, 2014).
Dlatego tez uwaza si¢, ze mechanizm powstawania aktywnosci fazowej u uspionych oraz

przytomnych zwierzat jest taki sam.

Gléwnym regulatorem aktywnosci fazowej neuronow dopaminergicznych
srodmozgowia sg receptory NMDA — jonotropowe receptory dla glutaminianu aktywowane
przez kwas N-metylo-D-asparginowy. Podanie kwasu N-metylo-D-asparginowego
za pomocg jontoforezy prowadzi do gwaltownego wzrostu wyladowan o charakterze
fazowym, a farmakologiczna blokada receptorow NMDA zaburza generowanie
spontanicznych epizodow aktywnos$ci fazowej (Chergui i in., 1993, Overton i Clark, 1992).
Zahamowaniu zaleznej od receptora NMDA aktywnos$ci elektrycznej neurondéw
dopaminergicznych, towarzyszy takze zahamowanie fazowego uwalniania dopaminy
w brzusznym prazkowiu (Sombers i in., 2009; Wickham i in., 2013). Na podstawie
przytoczonych badan wysuni¢to przypuszczenie, ze przekazywanie sygnalu zalezne
od receptorow dla glutaminianu moze pemli¢ kluczowa role w sygnalizowaniu
bledu przewidywania nagrody. Za hipoteza ta przemawiaja badania, w ktérych
wykorzystano zwierz¢ta z genetyczng inaktywacja receptorow dla glutaminianu

w neuronach uktadu dopaminowego. Badania te wykazaly, ze usuniecie funkcjonalnych
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receptorow NMDA z neurondw dopaminergicznych hamuje aktywno$¢ fazowa i oslabia
fazowe uwalnianie dopaminy w prazkowiu (Zweifel i in., 2009; Parker i in., 2010;
Wang i in., 2011). Niemniej, wadg dotychczas stosowanych modeli bylo to, ze mutacja
zachodzila na wczesnym etapie rozwoju, co wigzalo si¢ z wystgpowaniem zmian
kompensacyjnych, np.: wzrostem spontanicznej aktywnos$ci neuronéw dopaminergicznych
sroédmoézgowia (Engblom i in., 2008; Zweifel i in., 2008). Rozwigzaniem tego problemu byto
wytworzenie zwierzat z indukowalnym wariantem rekombinazy Cre (CreERT2),
ktory umozliwiat indukcje mutacji w dorostosci (Engblom i in., 2008). Nasze doswiadczenia
wykonane we wspotpracy z elektrofizjologami z Zaktadu Neurofizjologii i Chronobiologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie wykazaty, ze indukcja mutacji u tych myszy
prowadzi do catkowitego zahamowania zaleznej od receptora NMDA aktywnos$ci fazowe;j
neurondéw dopaminergicznych srodmoézgowia oraz obnizenia ich spontanicznej aktywnosci

(Jastrzebska i in., 2016).

Plastycznos¢ neuronow dopaminoceptywnych prgzkowia

Oprécz roli w regulacji aktywno$ci neurondow dopaminergicznych receptory
dla glutaminianu maja rOwniez istotne znaczenie dla regulacji plastyczno$ci synaps korowo—
prazkowiowych, ktéra moze odpowiada¢ za aktualizacj¢ wartosci dziatania przez neurony
dopaminoceptywne prazkowia (Calabresi i in., 2007, Shen i in., 2008, Surmeier i in., 2009;
Yagishita i in., 2014). Z badan, w ktérych analizowano zjawisko dlugotrwatego
wzmocnienia (LTP) oraz ostabienia (LTD) synaptycznego wynika, ze aktywacja receptorow
NMDA zlokalizowanych na neuronach pragzkowia wyrazajacych ekspresje receptora DI
(aktywowanych przez fazowo uwalniang dopaming), jest konieczna dla wywotania LTP
oraz indukcji plastyczno$ci strukturalnej (Shen i in., 2008; Yagishita i in., 2014).
Aktywacja metabotropowych receptorow dla glutaminianu grupy I, zwlaszcza mGIuRS,
jest z kolei kluczowa dla wywotania LTD (Shen i in., 2008). W badaniach wykorzystujacych
zwierzeta modyfikowane genetycznie wykazano, ze utrata receptoréw NMDA w neuronach
GABA-ergicznych prazkowia, powoduje zmiany w morfologii (mniejsze ciata komorkowe,
krotsze dendryty) i aktywnosci tych neurondw oraz prowadzi do powaznego uposledzenia
postnatalnego rozwoju zwierzat, co utrudnia wykorzystanie tych zwierzat do badan
behawioralnych (Beutler i in., 2011, Ohtsuka i in., 2008). Calkiem niedawno wytworzono

jednak myszy z indukowalnym wariantem mutacji, selektywnie w neuronach DI
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(Sikora i in., 2016). Zwierzeta te rozwijaja si¢ normalnie, a inaktywacja receptorow NMDA
nastgpuje w dorostosci. Nasze doswiadczenia wykonane we wspotpracy z elektrofizjologami
z Zaktadu Fizjologii Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie wykazaty, iz konsekwencja
indukcji mutacji u tych myszy jest utrata zaleznej od receptora NMDA komponenty
pobudzajacego pradu postsynaptycznego (EPSC) oraz ostabienie wzbudzenia LTP w jadrze
potlezacym (Sikora i in., 2016).

W przypadku zwierzat z inaktywacja metabotropowych receptorow dla glutaminianu
grupy I, dostepne sa zwierzeta z utratg receptora mGIluRS, selektywnie w neruonach D1
(Novak i in., 2010). Pomimo dzialania mutacji na wczesnym etapie rozwoju,
u myszy z mutacja nie obserwuje si¢ niepozadanych zmian w rozwoju postnatalnym
(Rodriguez Parkitna i in., 2013). W wyniku mutacji, ilo$¢ transkryptu mGluRS w prazkowiu
zredukowana jest do ~40%, czemu towarzyszy ~50% spadek ilosci biatka mGIluRS5
(Novak i in., 2010). Elektrofizjologiczne konsekwencje utraty receptora mGluRS
w neuronach D1 dotychczas nie sa znane. Majac jednak na uwadze znaczenie przekazywania
sygnatu zaleznego od tego receptora dla powstawania LTD (Shen i in., 2008),
mozna przypuszczaé, ze wlasnie ta forma plastycznosci synaptycznej moze by¢ u tych
zwierzat zaburzona. Z przytoczonych badan wynika wigc, ze wykorzystanie zwierzat
z selektywng inaktywacjg receptorow dla glutaminianu stanowi cenne narzedzie do badania
zachowan zaleznych od fazowo uwalnianej dopaminy i zwigzanej z tym plastycznosci

synaptycznej neuronéw dopaminoceptywnych.

Aktywnos¢ neuronow noradrenergicznych miejsca sinawego

W poréwnaniu do badan nad mechanizmem aktywnosci fazowej neurondéw
dopaminergicznych, badania nad mechanizmem aktywnos$ci neuronow noradrenergicznych
sg znacznie bardziej ubogie. W jednym z pierwszych do$wiadczen wykonanych
na preparacie in vitro zaobserwowano ze, aplikacja agonistow jonotropowych receptoréw
dla glutaminianu (w tym kwasu N-metylo-D-asparginowego), aktywuje neurony
noradrenergiczne, zwigkszajac czgstotliwos¢ ich wytadowan (Olpe i in., 1989).
Zaden z badanych zwiazkow nie miat jednak wptywu na indukcje aktywnosci fazowe;.
W badaniach in vivo wykonanych u us$pionych zwierzat, w ktorych stymulowano giéwny
szlak pobudzajacy z PGi zaobserwowano, ze fazowa aktywacja neuronoéw

noradrenergicznych hamowana jest przez dokomorowe podanie kwasu kynureninowego —
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nieselektywnego antagonisty receptorow NMDA i AMPA/kainowych (Ennis i Aston-Jones,
1988). Podanie selektywnego antagonisty receptorow NMDA prowadzito do wzrostu
bazowej aktywno$ci neurondw noradrenergicznych, ale nie miatlo wplywu na aktywnos$¢
fazowg wywotang stymulacja PGi. Na tej podstawie wysunigto przypuszczenie, ze fazowa
aktywacja neuron6w noradrenergicznych moze by¢ regulowana gléwnie przez receptory
AMPA/kainowe. Niemniej, wada tych badan, utrudniajaca interpretacj¢ uzyskanych w ich
rezultacie wynikow jest brak specyficznosci dokomorowego podania lekow.
P6zniejsze badania, w ktorych wykonano podania lekow bezposrednio do miejsca sinawego
wykazaly, ze selektywni antagonisci receptorow NMDA, podobnie jak receptorow
AMPA /kainowych, hamujg aktywno$¢ neurondéw noradrenergicznych wywotang stymulacja
mPFC (Jodo i Aston-Jones, 1997). Jednoczesne podanie obu lekow, hamowato catkowicie
aktywnos$¢ rejestrowanych komorek. Z przytoczonych badan wynika wigc, ze w regulacji
aktywno$ci neuronéw noradrenergicznych uczestniczag zaréwno receptory NMDA,
jak 1 nie-NMDA. Podobnie jak w przypadku neuronéw dopaminergicznych, pomocnym
w okres$leniu roli poszczegdlnych typdéw receptoréw dla glutaminianu powinno by¢
wykorzystanie zwierzat modyfikowanych genetycznie. Dotychczas dostgpny jest jeden
szczep zwierzat, u ktorych w neuronach noradrenergicznych inaktywowane sg receptory
NMDA (Rodriguez Parkitna i in., 2012). U zwierzat tych obserwowano utrate kluczowej dla
formowania funkcjonalnych receptoréw NMDA podjednostki NR1 w miejscu sinawym oraz
utrate zaleznej od receptora NMDA komponenty EPSC w neuronach noradrenergicznych,
potwierdzajac tym samym skuteczno$¢ mutacji. Niedawno udato si¢ réwniez wykonac
u tych zwierzat pomiar aktywnosci neurond6w miejsca sinawego in vivo, we wspotpracy
z elektrofizjologami z Uniwersytetu Kraju Baskow w Leioa (Cieslak i in., 2017).

Wiyniki tych do§wiadczen omowiono w Dyskus;ji.
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Cel badan

Zalezna od glutaminianu aktywno$¢ oraz plastycznos¢ neuronow ukladu
dopaminowego i noradrenergicznego moze odgrywac istotna role w regulacji adaptacyjnego
podejmowania decyzji. Niemniej, dowody potwierdzajace taka hipoteze sa w znacznej
mierze oparte o korelacje, co uniemozliwia okreslenie zaleznosci przyczynowo skutkowe;j
miedzy przekazywaniem sygnalu zaleznym od wybranych typow receptorow dla

glutaminianu a zachowaniem.

W ramach niniejszej rozprawy podjatem probe okreslenia znaczenia przekazywania
sygnatu zaleznego od receptoréw NMDA 1 mGIluRS5 zlokalizowanych w uktadach
katecholaminowych, dla regulacji wybranych aspektow adaptacyjnego podejmowania

decyzji. W szczeg6lnosci skupitem si¢ na dwoch zagadnieniach:

(1) Jak utrata receptorow NMDA i mGluR5 w ukfadzie dopaminowym wptynie na
uczenie si¢ ze wzmocnieniem i motywacj¢ do poszukiwania nagrod.

(2) Jak utrata receptorow NMDA w neuronach noradrenergicznych wplynie na
percepcyjne podejmowanie decyzji i adaptacj¢ do zmieniajgcych si¢ wymagan

otoczenia.

Aby zrealizowaé postawione cele, wykorzystalem cztery szczepy zwierzat
modyfikowanych genetycznie (Rycina 1) pozbawione funkcjonalnych receptoréw NMDA
w neuronach dopaminergicznych i noradrenergicznych (myszy NR1PATCreERT2 § R | DBHCrey
oraz pozbawione funkcjonalnych receptorow NMDA 1 mGluR5 w neuronach DI
(myszy NRIPICCERT2 § mGluRSPIKD). Zwierzeta badane byly w testach, w ktérych
optymalny poziom wykonania zalezy od dostosowania dokonywanych wyboréw
do nieoczekiwanych zmian prawdopodobienstwa oraz warto$ci nagrody, zmian rodzaju
bodzca przewidujacego nagrode lub zmiany zasad jej uzyskania. Wybor testow uzasadniony
byt checia zbadania konkretnych zmian w zachowaniu, zaleznych od konkretnej funkcji
uktadu dopaminowego badz noradrenergicznego. Otrzymane wyniki powinny pomoc
w lepszym zrozumieniu znaczenia badanych uktadow neuronalnych dla regulacji procesu
podejmowania decyzji, a takze wskaza¢ potencjalny mechanizm dokonywania

nieadaptacyjnych wyboré6w 1 sztywno$ci zachowania, ktore to czesto towarzysza

zaburzeniom psychicznym.
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Rycina 1. Graficzne podsumowanie badan.

Rycina prezentuje szczepy zwierzat modyfikowanych genetycznie, ktore zostaty
wykorzystane w doswiadczeniach. U zwierzat tych zachodzi wybiorcze usunigcie
wybranych typow receptorow dla glutaminianu (NMDA lub mGluRS5), selektywnie
w neuronach dopaminergicznych (posiadajacych transporter DAT), neuronach
noradrenergicznych (posiadajacych enzym DBH) oraz neuronach posiadajacych receptor
dopaminowy D1 (D1R). Spodziewane konsekwencje mutacji dla aktywnosci i plastycznos$ci
neuronalnej badanych uktadéw zostaly omowione w rozdziale 3 Wprowadzenia.
Rozdziat 1 Materiatow 1 Metod zawiera szczegotowy opis wykorzystanych zwierzat.
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Materiaty 1 metody

Wszystkie protokoty do§wiadczen uzyskaty akceptacje Il Lokalnej Komisji Etyczne;j
do Spraw Dos$wiadczen na Zwierzgtach w Krakowie (zgoda 1158/2015 z dnia 26 marca 2015
oraz 1000/2012 z dnia 26 listopada 2012). Badania zostaty wykonane w zgodzie z dyrektywa
Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/EU z dnia 22 wrze$nia 2010 r. w sprawie ochrony

zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych.

1. Zwierzeta

W doswiadczeniach wykorzystano cztery szczepy zwierzat modyfikowanych
genetycznie: myszy NR1PATCERTZ (Epoblom i in., 2008); myszy NR1PICERT2 (Sikora i in.,
2016); myszy NR1PBHC® (Rodriguez Parkitna i in., 2012) oraz myszy mGIluR5%P-P! (Novak
iin., 2010). Wszystkie zwierz¢ta pochodzity z hodowli wlasnej Zaktadu Neurofarmakologii
Molekularnej Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie, gdzie hodowane byly kongenicznie
do szczepu C57BL/6N. W hodowli, zwierzgta oddzielano od matek (osobno samce 1 osobno
samice) w wieku 3-5 tygodni. Myszy umieszczano w klatkach wykonanych z pleksiglasu
(od 2 do 5 osobnikdw na klatkg, wylacznie bracia lub siostry z jednego miotu),
wypetnionych $ciotka osikowa (MIDI LTE 002, Abedd). Podczas rozdzielania miotow
wykonywano biopsj¢ koncoéwki ogona do pdzniejszego genotypowania. W doswiadczeniach
wykorzystano wylacznie samce, ktore po rozdzieleniu przetransportowane zostaty
do pomieszczenia eksperymentalnego. W pomieszczeniu eksperymentalnym, zwierzgta
przebywaty na indywidualnie wentylowanych regatach (Bio.A.S. Vent, EHRET),
w temperaturze 22 £ 2 °C i1 12 godzinnym cyklu dzien/noc, przez caly czas, do momentu
zakonczenia do$wiadczen. O ile nie zaznaczono inaczej, zwierzgta mialy wolny dostep
do wody oraz paszy laboratoryjnej (RM1 A (P), Special Diets Services). Po zakonczeniu
doswiadczen, zwierzeta poddane zostaly bezbolesnej eutanazji przy uzyciu CO,. Tabela 1
zawiera szczegétowe informacje dotyczace kohort zwierzat wykorzystanych

w doswiadczeniach.
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Myszy z inaktywacjg receptorow NMDA

Myszy szczepdéw NRIPATCreERT2 R [DICERT2 § NR [ PBHCre \wytworzone zostaty
z wykorzystaniem systemu Cre/loxP, ktéry umozliwia komérkowo specyficzng delecje
wybranego fragmentu genu (Branda i Dymecki in., 2004, Rodriguez Parkitna i in., 2009).
U badanych zwierzat, ekspresja rekombinazy Cre kontrolowana jest przez promotor genu
kodujacego transporter DAT, receptor D1 lub enzym DBH. Rekombinaza Cre rozpoznaje
sekwencje loxP, wprowadzone do genu Grinl kodujacego podjednostk¢ NRI1 receptora
NMDA 1 poprzez rekombinacj¢ usuwata znajdujacy si¢ miedzy nimi fragment genu.
Podjednostka NR1 jest konieczna dla tworzenia funkcjonalnych receptorow NMDA
(Paoletti i in., 2013), dlatego tez delecja w genie Grinl uniemozliwia ich tworzenie

w komoérkach wyrazajacych rekombinaze Cre. W przypadku myszy NR ] PBHCre

inaktywacja
genu Grinl zachodzita w momencie, gdy gen promotora rekombinazy Cre zaczynal by¢
aktywny, czyli okoto 13 dnia rozwoju embrionalnego. Natomiast w przypadku myszy
z mutacjg zalezng od CreERT2, rekombinacja indukowana byta u dorostych osobnikow,
w wieku 8-10 tygodni, przez podanie tamoksifenu. Tamoksifen (Sigma-Aldrich)
rozpuszczony w oleju slonecznikowym 1 przefiltrowany przez membrane 0.22 um,
podawany byt dootrzewnowo, raz dziennie przez pi¢¢ kolejnych dni, w dawce 100 mg/kg
1 objetosci 5 pl/g. Doswiadczenia behawioralne rozpoczynatly si¢ co najmniej 2 tygodnie
po zakonczeniu podan tamoksifenu. Genotypowanie zwierzat wykonane bylo zgodnie
z opisang wczesniej procedura (Rodriguez Parkitna i in., 2012; Sikora i in., 2016).
Zwierzeta z mutacja (posiadajgce transgen Cre oraz oba allele genu Grinl/ z mutacjg flox)

mialy genotyp [Cre Tg/0; Grinl flox/tflox], a zwierzeta kontrolne genotyp [Cre 0/0;
Grinl flox/flox] lub [Cre 0/0; Grinl flox/wt].

Myszy z inaktywacjq receptorow mGIluRS

Zwierzeta mGIluR 5%P-D!

posiadaty transgen, zawierajacy promotor genu kodujacego
receptor dopaminy D1 1 wyrazajacy dwa syntetyczne prekursory spinek miR, powodujacych
degradacje¢ transkryptu mGIluRS (Grm5). Konsekwencja dzialania transgenu byto
uniemozliwienie translacji biatka receptora mGluRS. Promotor genu receptora dopaminy
wykorzystany w transgenie byl identyczny z zastosowanym u myszy NR]PICrERT2

Genotypowanie przeprowadzone byto zgodnie z opisang wczesniej procedurg (Novak i in.,
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2010). Zwierzeta z mutacja (posiadajace transgen) miaty genotyp [D1-miR-mGluRS Tg/0],

a zwierzeta kontrolne (nieposiadajace transgenu) genotyp [D1-miR-mGluRS5 0/0].

Tabela 1. Zwierze¢ta wykorzystane w doswiadczeniach.

Kohorta. Szczep

Liczba

Wiek (tyg.)**

Waga (g)**

Procedura

L NR1 DATCreERT2

uczenie si¢ z losowym

kontrole 7 16.57+1.15 29.43+£0.62 wzmocnieniem;
mutanty 8 16.25+1.05  25.6+0.85 dyskontowanie
prawdopodobienstwa
II. mGluR5X¥P-P! uczenie sie z losowym
kontrole 8 13.56 +1.12 2498 +£1.02 wzmocnieniem;
mutanty 9 13.38 +1.31 258 +1.1 dyskontowanie
prawdopodobienstwa
I11. NR ] DICreERT2 uczenie si¢ z losowym
kontrole 6 19.33 £1.08 27.85+1.37 wzmocnieniem;
mutanty 9 1833+0.94 26.39+1.21 dyskontowanie
prawdopodobienstwa
IV. NR | DATCreERT2 uczenie sie wartosci
kontrole 12 21.67+£0.83 2798 +0.93 predykcyjnej bodzcow;
mutanty 12 21.75+0.88  26.84+£1.01 warunkowe
wzmocnienie
*V NRIDATCreERTZ
kontrole 7 1643 +0.3 27.89+0.96  narastajgce kryterium
mutanty 6 15.5+0.56 28.56 £0.7 wzmocnienia
VI. NR ] PBHCre detekcja sygnatu;
kontrole 11 15.64+1.5 27.284+0.99  selektywno$¢ uwagi,
mutanty 10 13.4+1.32 26.31 +£1.02  uczenie si¢ z losowym
wzmocnieniem
VIIL NRPBHCre
kontrole 14 16.57+1.58 28.56+0.74 przerzutno$¢ uwagi
mutanty 12 1458 +1.38 2935+1.24

* Zwierzeta trenowane byly wcezesniej przez kilka tygodni w procedurze oceny interwalow czasowych
(ang. peak-interval procedure), wyniki te nie zostaly ujgte w niniejszej rozprawie.

** Przed rozpoczeciem deprywacji.
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2. Procedury behawioralne

Deprywacja

W czasie trwania eksperymentdw zwierz¢ta miaty ograniczony dostep do wody
lub pokarmu. W przypadku deprywacji wodnej, kazde zwierze otrzymywato indywidualnie
1-1.5 ml wody na dzien. W przypadku deprywacji pokarmowej, zwierzeta mialty dostep do
pokarmu w klatce domowej, przez 1-2 godziny dziennie. W wyniku deprywacji waga
zwierzat osiaggata ~85% wagi poczatkowej. Stan zdrowia oraz waga kontrolowane byty
kazdego dnia. W przypadku ubytku wagi ponizej 80% wagi wyjsciowe], poszczegdlne
osobniki mogly spozy¢ wigcej wody lub pokarmu. Zwierzgta trenowane byty 5-7 dni
w tygodniu, a deprywacja stosowana byla przez caly czas trwania doswiadczen
behawioralnych. W dni eksperymentalne, myszy byly pojone lub karmione po zakonczeniu

sesji treningowej, a w dni wolne, o porze zblizonej do godzin trwania eksperymentow.

Klatki Skinnera

Zwierzeta trenowane byly w klatkach firmy Med Associates (ENV-307W-CT,
Med Associates Inc., USA) umieszczonych w drewnianych boksach ograniczajacy dostep
dzwickow z zewnatrz i wyposazonych w wiatrak zapewniajacy wentylacje. Na jednej
ze $cian klatki znajdowat si¢ centralnie umieszczony podajnik, do ktorego dostarczana byta
nagroda w postaci wody z sacharyng (0.01% roztwdr sacharyny, Sigma-Aldrich),
badz jedzenia (20 mg Dustless Precision Pellets, Bio-Serv). Po obu stronach podajnika
znajdowaty si¢ otwory z diodg emitujacg $wiatto, w ktdre zwierz¢ moglto wetknaé nos.
Podajnik oraz oba otwory wyposazone byly w fotokomorke, umozliwiajaca rejestracje
wetknig¢ pyszczka. Na przeciwleglej Scianie umieszczony byt emiter dzwigku (65 dB,

2.9 kHz) oraz lampka o$wietlajaca klatke.

Test uczenia si¢ z losowym wzmocnieniem

Zwierzeta trenowane byly w klatkach Skinnera, opisanych powyzej. W czasie testu,
otwory z fotokomoérka miaty losowo przypisane prawdopodobienstwo wzmocnienia

(80 lub 20%). Zwierze musialo oceni¢ na podstawie prob i1 bledow, ktéra ze stron jest
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czgécie] nagradzana. Sesja podzielona byla na bloki o okreslonej liczbie prob.
Uktad prawdopodobienstw przypisanych do kazdego otworu byl staly wewnatrz bloku
1 ulegat odwroceniu pomigdzy blokami. W trakcie sesji, aby zmaksymalizowaé liczbe
uzyskanych nagrod, zwierz¢ musiato rozpoznaé, ze nastgpita zamiana i odpowiednio
dostosowac swoje wybory. Zwierzeta testowane byly przez 15 kolejnych dni. Glowng miarg

testu byla proporcja wyboréow czgsciej nagradzanego otworu.

W przypadku myszy NR]PATCrERT2 R DICERT2 § ) GlyRSKPP! sesja sktada sie
ze 120 prob, podzielonych na dwa bloki rownej dtugosci. Proby rozpoczynaty si¢
zapaleniem si¢ $wiatla w obu otworach. Wetknigcie nosa w jeden z nich skutkowato
zgaszeniem $wiatta w otworach i zakonczeniem proby. Czas na dokonanie wyboru nie byt
ograniczony. Po dokonanym wyborze poczatek kolejnej proby oddzielony byt 5 sekundowa
przerwa. Nagrodzone wybory wzmacniane byly przez dostarczenie do podajnika na nagrod¢
10 ul wody, a wybory nienagrodzone sygnalizowane byly przez zapalenie si¢ lampki
oswietlajacej klatke (na czas trwania przerwy). Sesja konczyta si¢ po zaliczeniu 120 prob
lub po uptywie 60 minut. Schemat testu dla zwierzat z mutacjg w uktadzie dopaminowym

prezentuje Rycina 2A.

W przypadku myszy NR ] PBHCre

, sesja sktadata si¢ ze 150 préb podzielonych
na cztery bloki o losowe] dtugosci od 30 do 45 prob. Kolejne proby rozpoczynaly si¢
co 20 sekund. Poczatek sygnalizowany byt przez zapalenie si¢ lampki o$wietlajacej klatke.
Trzy sekundy p6zniej nastegpowato zapalenie si¢ diod w otworach. Wetknigcie nosa w jeden
z nich konczylo probe i skutkowato zgaszeniem $wiatta w obu otworach. Zwierze miato
10 sekund na dokonanie wyboru, brak wyboru rejestrowany byl jako pominigcie.
Nagrodzone wybory wzmacniane byly przez dostarczenie do podajnika na nagrode
20 mg pokarmu. Po nagrodzonym wyborze lampka o$wietlajagca klatke byta wlaczona
jeszcze przez 3 sekundy, po ktorych nastgpowala przerwa. Wybory nienagrodzone
skutkowaty natychmiastowym zgaszeniem S$wiatla w klatce 1 rozpoczeciem przerwy.
Poniewaz proby rozpoczynaty si¢ w rownym odstgpie 20 sekund, czas trwania przerwy
zalezny byt od tego jak szybko zwierz¢ wykonato odpowiedz. Sesja konczyta si¢ po 150
probach. Schemat testu dla zwierzat z mutacjg w uktadzie noradrenergicznym prezentuje

Rycina 17A.
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Test dyskontowania prawdopodobienstwa

Doswiadczenie wykonane byto w klatkach Skinnera. W tescie tym zwierze
dokonywato wyboru migdzy dwoma otworami, z ktérych jeden zapewnial mozliwos¢
uzyskania matej nagrody (10 pul wody), a drugi uzyskania duzej nagrody (20 pl wody).
Sesja sktadata si¢ z 60 préb podzielonych na dwa bloki o dtugosci 20 1 40 prob. W pierwszym
bloku, w czasie kolejnych prob tylko jeden otwor byt aktywny, co wymuszato na zwierzeciu
wybor na przemian lewej i prawej strony. Celem tego zabiegu byto umozliwienie zwierzeciu
zapoznania si¢ z warto$cig obu nagrod. W drugim bloku, oba otwory byty aktywne
1 zwierz¢ mogto swobodnie wybiera¢ pomigdzy nimi. Proby w pierwszym bloku nazwano
»probami wymuszonymi”, a w bloku drugim ,,prébami wolnymi”. W obu przypadkach,
poczatek proby sygnalizowany byt odpowiednio przez zapalenie §wiatta w jednym
lub w obu otworach. Czas na dokonanie wyboru nie byt ograniczony. Wetknigcie nosa
w otwor aktywny konczylo probe. Po dokonanym wyborze, poczatek kolejnej proby
oddzielony byt 5 sekundowa przerwa. Gléwna miarg testu byt procent wyboréw strony
skojarzonej z mozliwoscig uzyskania duzej nagrody w probach wolnych. Z chwilg
gdy preferencja duzej nagrody ustabilizowata si¢ w czasie 5 kolejnych sesji,
prawdopodobienstwo jej uzyskania ulegato stopniowemu zmniejszeniu w sesjach
pozniejszych. Sesje te potaczone byly w bloki (po 4-5 sesji na blok). Szansa na uzyskanie
duzej nagrody w kolejnych blokach wynosita odpowiednio 75%, 50% 1 25%. Sesja konczyta
si¢ po zaliczeniu 60 prob, lub po uptywie 60 minut. Schemat do$wiadczenia prezentuje

Rycina 9A.

Test uczenia si¢ wartosci predykcyjnej bodzcow

Doswiadczenie wykonane byto w klatkach Skinnera, gdzie zwierz¢ mialo dostep
wylacznie do podajnika na nagrode. W czasie trwania eksperymentu zwierzeciu
prezentowano dwa rodzaje bodzcéw: bodziec o charakterze tonu ciggtego (65 db, 2.9 kHz)
oraz bodziec o charakterze §wiatla migajacego z czgstotliwoscig 1 Hz (Rycina 11A).
W przypadku kazdego zwierzecia, bodzce te przyporzadkowano losowo do jednej z dwoch
kategorii: bodziec skojarzony z dostarczeniem wzmocnienia w postaci 20 pl wody (bodziec
CS+) oraz bodziec, ktérego prezentacja nie byta skojarzona z nagroda (bodziec CS-).
W czasie trwania sesji, bodzce prezentowane byty losowo (po 20 prezentacji kazdego z nich,

facznie 40 prezentacji) i oddzielone byty przerwa o losowym czasie trwania, wynoszacym
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od 30 do 90 sekund. Czas prezentacji bodzcéw wynosit 10 sekund. Wzmocnienie
dostarczane bylo do podajnika na nagrod¢ w 5 sekundzie prezentacji bodzca CS+.
W celu wyeliminowania wptywu dzwicku pompy infuzyjnej dostarczajacej nagrode,
pompe umieszczono na zewnatrz klatki, tak wigc zwierz¢ nie mogto stysze¢, w ktérym
momencie dostarczono nagrod¢. Zwierzeta trenowane byly przez 11 kolejnych dni.
Glowna miarg testu byta ilos¢ wizyt w podajniku z nagroda podczas prezentacji bodzca CS+

1 bodzca CS-.

Test warunkowego wzmocnienia

Doswiadczenie to stanowito kontynuacje¢ testu opisanego powyzej 1 wykonane byto
dzien po jego zakonczeniu. W procedurze warunkowego wzmocnienia, podajnik na nagrode
zastgpiono dwoma otworami, w ktore zwierze moglo wetknaé nos. Wetkniecie nosa w jeden
z otwordéw skutkowalo prezentacjg bodzca CS+, a wetknigcie nosa w drugi otwor wyzwalato
prezentacj¢ bodzca CS-. Test trwatl 60 minut, a jego gtdwna miarg byla ilos¢ wykonanych

odpowiedzi, w kazdym z otwordw.

Procedura narastajqcego kryterium wzmocnienia

Dos$wiadczenie wykonane bylo w klatkach Skinnera. Zwierz¢ miato dostgp
do jednego otworu z fotokomoérka oraz podajnika na nagrode. Mysz musiala wykonac
okreslong ilo$¢ wetknie¢ nosa w otwor z fotokomorka, aby uzyska¢ wzmocnienie w postaci
10 pul wody. Kryterium ustawiono na dwa wetkni¢cia podczas pierwszej proby i podwajano
je w kazdej kolejnej, tak ze druga proba wymagata czterech wetknie¢, trzecia o$miu, itd.
(Rycina 12A). Czas trwania eksperymentu wynosil 90 minut, ale mogl zakonczy¢ si¢

wczesniej, jezeli zwierze nie wykonato Zadnej odpowiedzi przez 3 minuty.

Test detekcji sygnatu

Doswiadczenie wykonano w klatkach Skinnera. Procedura oparta byla o metode
opisang przez McDonald 1 in. (McDonald i in., 1998). W te$cie tym zwierzg uczylo si¢
wtyka¢ nos w otwor aktywny, w odpowiedzi na pojawienie si¢ sygnatu (zapalenie $wiatta

w otworze), prezentowanego przez 5 sekund. Zwierzgta testowane byly przez 5 kolejnych
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sesji, z ktorych kazda skladata si¢ z 40 préb. Poczatek proby sygnalizowany byt przez
zapalenie $wiatla w klatce, po ktorym nastgpowal czas oczekiwania na pojawienie si¢
sygnatu, wynoszacy od 9 do 24 sekund. Zwierze musiato czeka¢ na moment pojawienia si¢
sygnatu 1 odpowiednio szybko zareagowac, aby uzyska¢ nagrode. Wetknigcie nosa w otwor
aktywny podczas prezentacji sygnalu rejestrowane byto jako trafienie i skutkowato
dostarczeniem 20 mg pokarmu do podajnika na nagrod¢. Po nagrodzonym wyborze, lampka
oswietlajaca klatke byta wlaczona jeszcze przez 3 sekundy, po ktorych nastepowata przerwa.
Pominigcie sygnatu nie byto nagradzane i skutkowalo natychmiastowym zgaszeniem $wiatta
w klatce oraz rozpoczeciem przerwy. Czas trwania przerwy wynosit 10 sekund. Wetkniecie
nosa w otwoOr aktywny na trzy sekundy przed pojawieniem si¢ sygnatu, powodowato
wznowienie (reset) okresu oczekiwania, zabieg ten stuzyl wyeliminowaniu zaliczenia
przypadkowych wetknie¢ jako poprawnych odpowiedzi. Gléwng miarg testu byta proporcja
trafien oraz ilo$¢ przedwczesnych odpowiedzi i resetoéw okresu oczekiwania. Schemat testu

prezentuje Rycina 14A.

Test selektywnosci uwagi

Doswiadczenie to stanowito kontynuacje testu opisanego powyzej. W procedurze,
oprocz znanego juz zwierzgciu sygnatu (zapalenie S$wiatla w otworze aktywnym)
prezentowany byl rowniez drugi sygnat (zapalenie $wiatla w obu otworach polaczone
z emisja tonu ciagltego). Aby uzyskaé nagrode, zwierze musiato wetknaé¢ nos w aktywny
otwor podczas 5 sekundowej prezentacji znanego juz sygnalu (go), oraz powstrzymac si¢
przez 5 sekund od wykonania odpowiedzi, podczas prezentacji nowego sygnatu (no-go).
Wetkniecie nosa w ktorykolwiek z dwoch otworéw z fotokomodrka w trakcie prezentacji
sygnatu no-go, rejestrowane byto jako falszywy alarm. Poczatek proby sygnalizowany byt
przez zapalenie §wiatla w klatce, po ktorym nastepowat czas oczekiwania na pojawienie si¢
sygnatu, wynoszacy od 9 do 24 sekund. Sygnaly prezentowane byly losowo, stad tez
w trakcie trwania sesji mozliwa byla rozna ilo$¢ prezentacji sygnalu danego typu.
Wetknigcie nosa w otwor aktywny na trzy sekundy przed pojawieniem si¢ sygnatu,
powodowalo wznowienie (reset) okresu oczekiwania. Po nagrodzonym wyborze, lampka
oswietlajaca klatke byta wlaczona jeszcze przez 3 sekundy, po ktorych nastepowata przerwa.
Proby nienagrodzone skutkowaly natychmiastowym zgaszeniem $wiatla w klatce oraz

rozpoczeciem przerwy. Czas trwania przerwy wynosit 10 sekund. Zwierzeta testowane byty
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przez 10 kolejnych sesji, sktadajacych si¢ z 40 prob. Gtowng miarg testu byta proporcja
trafien i falszywych alarméw, a takze ilos¢ przedwcezesnych odpowiedzi oraz resetow okresu

oczekiwania. Schemat testu prezentuje Rycina 15A.

Test przerzutnosci uwagi

Test przygotowany byt w oparciu o procedurg opisang przez Birrell i Brown (Birrell
i Brown, 2000). Eksperyment wykonano w aparacie opisanym przez Kos 1 in.
(Kos i in., 2011). Zgodnie z modyfikacja wprowadzong przez Kosa i in. (Kos i in., 2011),
procedur¢ rozdzielono na dwa dni aby zminimalizowa¢ wplyw syto$ci na motywacje¢
do wykonania testu. Celem eksperymentu bylo zbadanie wplywu mutacji u myszy
NRI1PBHC® na  zdolno$¢ przetaczania uwagi miedzy dwoma aspektami otoczenia,
ktére wymagaja korzystania z odmiennych modalno$ci zmystowych. W tescie tym zwierze
dokonywalo wyboru migdzy dwiema szklanymi zlewkami, oznakowanymi przez bodzce
przynalezace do dwoch kategorii: (1) rodzaj materiatu, ktorym byly wypehlione oraz
(2) zapach naniesiony na $cian¢ naczynia (olejki eteryczne, Bamer). W jednym z naczyn
znajdowat si¢ pokarm (20 mg Dustless Precision Pellets - chocolate flavor, Bio-Serv).
Postugujac si¢ informacja o rodzaju wypetnienia i zapachu mysz miata mozliwo$¢ nauczy¢

sie, ktorg zlewke nalezy wybra¢ aby uzyskac nagrode.

Eksperyment podzielony byl na nastgpujace po sobie fazy. W pierwszej fazie,
SD (ang. simple discrimination), wskazoéwka przewidujaca miejsce ukrycia nagrody byt
rodzaj tworzywa wypekniajacego naczynia. Zwierz¢ musialo nauczy¢ si¢, pod ktorym
z dwoéch wypehien znajduje si¢ nagroda. W kolejnej fazie, CD (ang. compound
discrimination), dodawano druga wskazowke jaka jest zapach, ale wskazowka przewidujaca
miejsce ukrycia nagrody nadal pozostawal rodzaj wypelnienia. Zatem, zwierz¢ musiato
dokona¢ wyboru postugujac si¢ wskazowka nalezaca do kategorii rodzaj wypetnienia,
ignorujac jednoczesnie wskazowke nalezaca do kategorii zapach. W pozniejszych fazach,
IDS (ang. intra-dimentional shift) 1 1DS2 (ang. intra-dimentional shift 2),
zestawy stosowanych bodzcow byly zmieniane, ale reguta ktorg zwierze miato si¢ postuzy¢
byta wcigz taka sama. Dzigki temu, uwaga zwierzecia mogta by¢ nakierowana na selektywne
przetwarzanie bodzcéOw nielezacych do jednej kategorii (wypelnienie) i1 ignorowanie
bodzcéw nalezacych do drugiej kategorii (zapach). W najbardziej krytycznej fazie testu,

fazie EDS (ang. extra-dimentional shift), regula ulegala zmianie. Tym razem wskazoéwka
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przewidujaca miejsce ukrycia nagrody byl zapach. Zatem, zwierz¢ musialo przekierowac
uwage na przetwarzanie bodzcow nalezacych do kategorii, ktora dotychczas byta pomijana.
Fazy CDR (ang. compound discrimination reversal), IDSR (ang. intra-dimentional shift
reversal), IDS2R (ang. intra-dimentional shift 2 reversal) oraz EDSR (ang. extra-
dimentional shift reversal) polegaly na odwroceniu znaczenia pomie¢dzy parg bodzcow,

w obrebie tej samej kategorii.

Niezaleznie od fazy testu, kolejne proby rozpoczynaty si¢ od podniesienia przegrody
oddzielajacej miejsce w ktorym znajdowalo si¢ zwierzg, od miejsca w ktérym znajdowaty
si¢ naczynia. W czasie proby, zwierz¢ moglo swobodnie eksplorowaé aparat. Dokonanie
przez zwierz¢ wyboru, rozumiane jako aktywne kopanie w jednym z naczyn, konczyto
probe. Jezeli wybor byt nagrodzony, zwierze moglto skonsumowac nagrode, po czym byto
ponownie kierowywane do miejsca startu. Po wyborze nienagrodzonym, zwierze
niezwlocznie kierowano do miejsca startu. Poziom wykonania w kazdej z faz, okreslany byt
przez ilo$¢ zaliczonych prob do momentu osiggniecia zadanego kryterium (8/10 poprawnych
wyborow), i1los¢ popetnionych btedoéw oraz czas trwania fazy. Schemat eksperymentu oraz

zestawy bodzcow wykorzystanych w do§wiadczeniu prezentuje Rycina 16A.
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3. Metody analizy danych

W analizie danych behawioralnych wykorzystano metode iloSciowej analizy
zachowania. W podejsciu ilosciowym zasady zachowania zdefiniowane sg w kategoriach
réwnan. Dopasowanie danych behawioralnych do modeli matematycznych pozwala
wyjasni¢ zachowanie, w oparciu o interpretacj¢ wartosci wspotczynnikow modelu.
W analizie danych behawioralnych w szczegolnosci interesowalo mnie, czy wybory
dokonane w tescie uczenia si¢ z losowym wzmocnieniem sg zgodne z regula prawa
dopasowania; czy poprzednie wybory (oraz ich wynik) maja wptyw na aktualny wybor;
oraz czy mutacja w ukladzie noradrenergicznym wplywa na zdolnos¢ do witasciwego

rozrdzniania sygnatow w tescie selektywnos$ci uwagi.

Uogolnione prawo dopasowania

Prawo dopasowania stanowi o tym, ze w warunkach wyboru mig¢dzy dwiema
mozliwo$ciami o réznym kryterium wzmocnienia, wybor (tj. wzgledna preferencja)
moze by¢ przewidziany przez wzgledng ilos¢ wzmocnienia uzyskanego dla kazdej
z dostgpnych mozliwosci (Herrnstein, 1961). Dane z testu uczenia si¢ z losowym
wzmocnieniem dopasowano do logarytmicznej postaci uogélnionego prawa dopasowania

(Baum, 1974):
c R
log, (é) =a-log, (i) + log,b (1)

gdzie C; 1 Cy oznacza dokonane wybory a R; i Ry otrzymane nagrody, odpowiednio dla
lewej 1 prawej mozliwosci. Zgodnie z prawem dopasowania, wybory zwierzgcia powinny
rozdzieli¢ si¢ pomigdzy dostepnymi mozliwosciami proporcjonalnie do czgstosci
uzyskiwania w ich wyniku nagrod. Przy pomocy regresji liniowej (metoda najmniejszych
kwadratéw), do zebranych danych dopasowano lini¢ prosta. Wspotczynnik kierunkowy a,
okreslajacy kat nachylenia linii regresji wzgledem osi odcigtych, jest miarg wrazliwosci
na wzmocnienie, czyli czutosci alokacji wyborow wzgledem uzyskanych nagrod. Natomiast
wspotczynnik b, okreslajacy punkt przecigcia linii regresji z osig rzednych, jest miarg
tendencji wyboru jednej mozliwosci niezaleznie od uzyskanego wzmocnienia.

Wspolczynnik determinacji R?, okreslajacy procent wyjasnionej zmiennosci uzyskanych
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wynikow, jest miarg jakosci dopasowania modelu informujaca o tym na ile model dobrze

wyjasnia zachowanie.

W przypadku myszy NR]DPATCrERT2 TR [ DICERT2 § mGluRSXPP! postugujac sie
sposobem analizy opisanym przez Rutledgea i wspotpracownikow (Rutledge i in., 2009),
w analizie uwzgledniono 40 ostatnich prob z kazdego bloku, w trakcie ktorych wybory
dokonywane przez zwierzeta osiagaly stan stabilny. W przypadku myszy NR1PBHCre
ze wzgledu na krotszg dhugos¢ blokéw, analizie uwzgledniono préby od 11 wzwyz.
Bloki w ktérych jedna z mozliwosci nigdy nie zostata wybrana lub nagrodzona zostaly
wylaczone z analizy, albowiem w tych przypadkach policzenie warto$ci logarytmu nie byto

mozliwe.

Model regresji logistycznej

W analizie wptywu poprzednich wyboréw (oraz ich wyniku) na aktualny wybor,

wykorzystano model regresji logistycznej opisany przez Parkera i in. (Parker i in., 2016):

log (20=) = fo + Ty BRRG — ) + Xy BYNG = ) @)

1-C(i)

gdzie, C(i) jest prawdopodobienstwem wyboru prawej strony w probie i.
R(i) oraz N(i) to zmienne okres$lajagce odpowiednio nagrodzone oraz nienagrodzone
wybory. Zmienna R(i) przyjmuje warto§¢ +1 gdy dana proba i byla nagrodzona
1 mial miejsce prawy wybor, -1 gdy dana proba i byta nagrodzona i miat miejsce lewy wybor
oraz 0 gdy nie byto nagrody. Natomiast zmienna N (i) przyjmuje warto$ci +1 gdy dana
proba i byla nienagrodzona i miat miejsce prawy wybodr, -1 gdy dana proba i
byta nienagrodzona 1 mial miejsce lewy wybér oraz 0 gdy byla nagroda.
[S’f oraz ,[S'JN to wspotczynniki regresji, ktére odzwierciedlajg site zwigzku pomiedzy
nagrodzonym (lub nienagrodzonym) wynikiem w poprzedniej probie a aktualnym wyborem.
Wspotczynniki regresji dla kazdego zwierzg¢cia dopasowane byly przy uzyciu funkcji “glm”
z biblioteki “stats” pakietu R. Dopasowanie modelu oceniono wykorzystujac wspotczynnik

pseudo-R? McFaddena.
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Detekcja sygnatu

Teoria detekcji sygnatu stanowi o tym, ze zdolnos¢ do wilasciwego rozrdzniania
sygnatu jest zalezna od czulo$ci jednostki na bodziec (Stanislaw i Todorov, 1991).
Indeks czulosci okreslany jest przez parametr d’, ktory jest statystykag bezwymiarowa
(od -00 do +). Przyjmuje si¢, ze im wyzsza jest warto$¢ d’, tym wyzsza jest zdolnos¢ do
rozrézniania sygnatu. Indeks czulo$ci moze by¢ obliczony na podstawie wspdtczynnika
trafien i falszywych alarmow przy zatozeniu, Ze ich odchylenia standardowe sa rowne.

W obliczeniu warto$ci wspotczynnika d’ postuzono si¢ wigc rGwnaniem:
d’ = z (trafienia) — z (falszywe alarmy) 3)

gdzie d’ oznacza indeks czultosci, a z oznacza standaryzacje, w wyniku ktorej zmienne

uzyskuja srednig warto$¢ oczekiwang roéwnag 0 1 odchylenie standardowe rowne 1.

Analiza statystyczna

Analiza statystyczna 1 wizualizacja danych wykonane zostaty przy uzyciu
programéw Graph Pad Prism 7 (GraphPad Software), SPSS (IBM Analytics) oraz pakietu R
(r-project.org). Znamiennos$¢ statystyczna oceniana byla przy uzyciu dwuczynnikowej
analizy wariancji (ANOVA), w wariancie migdzy grupowym lub wewnatrz grupowym.
Tam gdzie bylo to uzasadnione, przeprowadzono analiz¢ post hoc przy uzyciu testu
z poprawka Bonferroniego. W szczegdlnym przypadku odnoszacym si¢ do Ryciny 13,
gdzie ze wzgledu na brakujace obserwacje nie bylo mozliwe przeprowadzenie analizy
wariancji, przeprowadzono analiz¢ z wykorzystaniem liniowych modeli mieszanych.
W przypadku porownan dwoéch grup zastosowano test t-Studenta. Znamiennos¢ statystyczna
okreslona byla na poziomie p < 0.05. Zestawienie wynikéw przeprowadzonych analiz
zawiera tabela statystyczna (Tabela 5), zamieszczona na koncu rozprawy.
W  kilku przypadkach z analizy statystycznej wykluczono wybrane osobniki.
Tabela 2 zawiera informacj¢ o zwierzetach usunietych z analizy, wraz z uzasadnieniem

decyzji o ich wykluczeniu.
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Tabela 2. Osobniki wykluczone z analiz statystycznych.

Kohorta. Szczep

Procedura

Osobniki

uczenie si¢ z losowym

vgzrrll(oc?lenlerp; 1 kontrola  obserwacja odstajgca
yskontowanie
DATCreERT2 ] test Grubbsa
L NRI “ prawdopodobienstwa ( )
dyskontowanie b TRER
! rak preferencji duze
prawdopodobienstwa I mutant P nagro d}J/ !
I11. NR ] DICreERT2 dyskontowanie 1 kontrola  brak preferencji duze;
prawdopodobienstwa nagrody
zwierze nie wykonato
IV. NRPATCreERT2 - warunkowe wzmocnienie 1 mutant zadnej OdPOWIGdZI
podczas testu i zmarto
tego samego dnia
przedwczesne
V. NR | PATCreERT2 narastajace kryterium 3 mutanty ;akopcz§nle o
wzmocnienia zadan1a/n16951qgn1¢01e
kryterium*
niespetnienie
VI. NR | PBHCre uczenie si¢ z losowym 2 kontrole kry(‘;er}[ur? W‘iqcclzema
. o testu; jedno
wzmocnieniem
2 mutanty zwierze zmarlo w

trakcie eksperymentu

* Wyniki uzyskane dla zwierzat, ktore przedwczesnie zakonczyly zadanie i/lub nie osiggnety kryterium
w koncowych prébach, w czgsci analiz traktowane byty jako brakujace obserwacje.
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Wyniki

Opis uzyskanych wynikow podzielono na dwie czgsci. W czesci pierwszej
oméwiono wyniki badan wykonanych na zwierzgtach z mutacjami w ukladzie
dopaminowym, a w czg$ci drugiej wyniki do§wiadczen przeprowadzonych na zwierzetach
z mutacjag w uktadzie noradrenergicznym. Szczegoétowe zestawienie wynikéw analiz

statystycznych zawarto w tabeli statystycznej (Tabela 5), umieszczonej na koncu rozprawy.

1. Wplyw utraty receptorow NMDA i mGluRS5 w ukladzie
dopaminowym na uczenie si¢ ze wzmocnieniem i motywacje
do poszukiwania nagrod

Eksperyment 1: Uczenie sie z losowym wzmocnieniem

Celem eksperymentu bylo zbadanie wptywu utraty receptorow NMDA 1 mGIluRS5
w neuronach dopaminergicznych i neuronach D1 na proces uczenia si¢ wartosci dzialania
1 dokonywania wyboru, w warunkach zmieniajacego si¢ prawdopodobienstwa uzyskania
nagrody. Zwierzgta miaty do wyboru dwa otwory, w ktére mozna byto wetkna¢ nos
(Rycina 2A). Prawdopodobienstwo uzyskania nagrody (10 pl wody) wynoszace 80 i 20%,
bylo losowo przypisane do obu otworow. W potowie sesji, prawdopodobienstwo to ulegato
odwroceniu. Aby uzyska¢ jak najwigksza ilosci nagrod zwierz¢ musiato rozpoznac,
ktéra ze stron jest czgéciej nagradzana i1 dostosowal swoje wybory do zmiany
prawdopodobienstwa uzyskania nagrody. Przyktad wykonania testu przez reprezentatywne

zwierze prezentuje Rycina 2B.
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Rycina 2. Test uczenia si¢ z losowym wzmocnieniem.

A, schemat doswiadczenia. B, przyktad wyborow dokonanych przez jedno reprezentatywne
zwierz¢ w ciggu 5 kolejnych sesji (Sesje 6-10). Czarna linia reprezentuje
prawdopodobienstwo wyboru lewego otworu (dane wygtadzone przy uzyciu 21 punktowe;j
sredniej kroczacej). Turkusowy pasek oznacza strone z wigksza szansg uzyskania nagrody
(gora — lewa strona, dot — prawa strona). Czerwona przerywana linia oznacza granice sesji.

Niezaleznie od genotypu, wszystkie grupy wykazaly znamienny wzrost
czestotliwosci wyboréw czesciej nagradzanej strony, w kolejnych sesjach (Rycina 3).
W przypadku myszy ze szczepu NRIPATCCERT2 -y 7wierzat z mutacja mozna bylo
poczatkowo zaobserwowaé wolniejszy wzrost liczby wyboréw otworu z wigksza szansa
uzyskania nagrody (Rycina 3A). Srednie prawdopodobienstwo wyboru bardziej korzystnej
opcji przez zwierzeta z mutacja w poczatkowej fazie eksperymentu (sesje 1-5),
wynosito 0.58 + 0.02. Mogto to sugerowac, iz dokonywane przez nie wybory miaty losowy
charakter i nie rozrozniaty one ich warto$ci. Niemniej, pod koniec eksperymentu zwierz¢ta
z mutacja osiagnety poziom réwny grupie kontrolnej. W przypadku myszy ze szczepu
mGIluR5%PP! " prawdopodobienstwo wyboru bardziej korzystnej opcji przez zwierzeta
z mutacja bylo znamiennie nizsze niz w grupie kontrolnej (Rycina 3B).
Natomiast w przypadku myszy ze szczepu NR1P!'“ERT2 \wvhory dokonane przez zwierzeta

z mutacjg nie r6znily si¢ od wyboréw dokonanych przez zwierzgta kontrolne (Rycina 3C).
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Rycina 3. Wybor czeSciej nagradzanej strony.

A, prawdopodobienstwo wyboru czesciej nagradzanej strony przez zwierzeta
ze szczepu NRIPATCERTZ (kontrole: n = 8; mutanty: n = 6); B, zwierzeta ze szczepu
mGIluR5%PP! (kontrole: n = 9; mutanty: n = 8); C, zwierzeta ze szczepu NR]PICERT2
(kontrole: n = 9; mutanty: n = 6). Dane prezentowane sg jako wartosci $rednie + standardowy
btad pomiaru, SEM.

Nastepnie, sprawdzitem czy wybory dokonane przez zwierzeta rozdzielaty sig
pomiedzy obiema mozliwo$ciami proporcjonalnie do cz¢stosci uzyskiwania w ich wyniku
nagrod, spetniajgc tym samym regute prawa dopasowania. Rycina 4 przedstawia proporcje
dokonanych wyboréw wzgledem proporcji uzyskanych nagrod, gdzie kazdy punkt
to warto$¢ uzyskana dla jednego bloku. Przy pomocy regresji liniowej, do danych
dopasowano lini¢ prosta (oddzielnie dla zwierzat kontrolnych i zwierzat z mutacja).
Wspotczynnik kierunkowy a, okreslajacy kat nachylenia linii regresji wzgledem
osi odcigtych oraz wspotczynnik b, okreslajacy punkt przeciecia linii regresji
z osig rzednych, informuja odpowiednio o wrazliwo$ci na wzmocnienie oraz tendencji
do wybierania jednej strony niezaleznie od uzyskanego wzmocnienia (wartosci parametrow
modelu zawarte s3 w Tabeli 3). Model wyjasnial wiecej niz 80% zaobserwowanej
zmiennosci we wszystkich grupach (wartoéci R? w Tabeli 3). Oznacza to, iz zachowanie
zwierzat byto w znacznej mierze zgodne z prawem dopasowania, a ich wybory byty w istocie
zalezne od proporcji uzyskanych nagréd. Niemniej, u zwierzat ze szczepu mGluR5XP-P!
warto$¢ parametru a, okreslajacego wrazliwo$¢ na wzmocnienie byta znamiennie nizsza
w grupie zwierzat z mutacjg niz w odpowiadajacej im grupie zwierzat kontrolnych.

Oznacza to, ze zwierz¢ta z mutacja byty mniej wrazliwe na pozytywne wzmocnienie.
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Rycina 4. Zgodnos¢ wyborow z prawem dopasowania.

A, dopasowanie modelu do wyborow dokonanych przez zwierzeta ze szczepu NR
(kontrole: n = 8; mutanty: n = 6); B, zwierzeta ze szczepu mGluR5*P-P! (kontrole: n = 9;
mutanty: n = 8); C, zwierzeta ze szczepu NR1PICERT2 (kontrole n = 9; mutanty: n = 6).

1 DATCreERT2

Tabela 3. WartoS$ci parametrow modelu.

Genotyp N Wrazliwos¢ (a) Tendencja (b)) R?

NR | PATCrEERTZ kontrole 6 0.52+0.02 -0.1+0.03 0.90
mutanty 8 0.47+0.02 -0.14+0.23  0.82
mGIuR5¥P-P! kontrole 8 0.49 +£0.01 -0.03+0.09  0.87
mutanty 9 0.40 £ 0.02%** 0.19+0.11 0.81
NR ] DICreERT2 kontrole 6 0.53 +£0.04 0.20+0.13 0.84
mutanty 9 0.47 +0.01 -0.08 £0.11 0.83

*H% p <0.001 (test t-Studenta)

Dalej, sprawdzitem czy wynik poprzednich wyborow wplywal na decyzje
o dokonaniu kolejnego wyboru. W tym celu obliczytem prawdopodobienstwo powtorzenia
tego samego wyboru, gdy poprzednia odpowiedZz byla nagrodzona (wygrana-pozostan)
oraz prawdopodobienstwo dokonania wyboru alternatywnego, gdy poprzednia odpowiedz
nie byta nagrodzona (przegrana-zmien). Z analizy wynikalo, iz myszy z mutacjg ze szczepu
NR [ PATCrERT2 § i GluR 5¥P-P! byty mniej sktonne do powtdrzenia poprzednio nagrodzonego
wyboru niz odpowiadajace im zwierzeta kontrolne (Rycina 5A-B). Jednak w przypadku
wyborow nienagrodzonych, u zwierzat tych nie zaobserwowano wplywu mutacji na zmiang

1 D1CreERT2

poprzednio wybranej strony. Z kolei u myszy ze szczepu NR nie obserwowano

wpltywu mutacji na zaden z analizowanych parametrow (Rycina 5C).
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Rycina 5. Prawdopodobienstwo powtorzenia nagrodzonego wyboru.

A, prawdopodobiefistwo danego zdarzenia dla zwierzat ze szczepu NR 1PATCERT2 (kontrole:
n = 8; mutanty: n = 6); B, zwierzat ze szczepu mGIluR5%PP! (kontrole: n = 9; mutanty:
n = 8); C, zwierzat ze szczepu NRIPICERT2 (kontrole n = 9; mutanty: n = 6).
Dane prezentowane s3 jako warto$ci $rednie + standardowy btad pomiaru, SEM.
** p <0.01 (test t-Studenta).

W celu rozszerzenia analizy i okreslenia wpltywu pigciu poprzednich wyboréw
(oraz ich wyniku) na aktualny wybor, wykorzystalem model regresji logistyczne;.
Model zapewnial dobre dopasowanie do danych eksperymentalnych, §rednie warto$ci
pseudo-R? McFaddena dla grup wynosily odpowiednio: 0.32 i 0.47, dla myszy z mutacja
i ich kontroli w szczepie NR1PATCERT2: (0 25§ 0.41 dla myszy z mutacja i ich kontroli
w szczepie mGIuRSP¥P; 0.32 i 0.45, dla myszy z mutacjg i ich kontroli w szczepie
NRPICeERT2 Oznaczato to, ze przy dokonywaniu kolejnych wyborow zwierzeta korzystaly
z informacji o poprzednim wyniku. W modelu tym, wspotczynniki regresji okreslajg site
zwigzku pomigdzy wynikiem w poprzedniej probie a aktualnym wyborem.
Dodatni wspotczynnik regresji wskazuje na wzrost prawdopodobienstwa powtorzenia
poprzednio dokonanego wyboru, a ujemny wspotczynnik regresji wskazuje na redukcje
prawdopodobienstwa powtdrzenia poprzedniego wyboru, czyli na wigkszg szans¢ zmiany.
Wszystkie grupy zwierzat byly bardziej sklonne ponownie wybraé ta sama strone,
gdy poprzedni wybor byl nagrodzony oraz mniej sklonne wybra¢ ja ponownie,
gdy poprzedni wybor nie byt nagrodzony (Rycina 6). Z analizy wynikato rowniez, ze wptyw
poprzednich wyborow zmniejszat si¢ wraz ze wzrastajgca iloscig prob wstecz, tak ze wynik
wyboréw wykraczajacych poza druga probe nie miaty znaczacego wplywu na aktualny
wybér. Myszy z mutacjg ze szczepu NRIPATCCERT2 § mGlyRSXP-P! byly mniej sktonne

niz odpowiadajace im zwierzgta kontrolne do powtdrzenia poprzedniego wyboru, gdy byt
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on nagrodzony (Rycina 6A-B). Podobny efekt mozna byto obserwowac u myszy ze szczepu
NR1PICERT2 " piemniej w poréwnaniu z grupg kontrolng efekt mutacji nie byt znamienny
(Rycina 6C). W przypadku wyboréw nienagrodzonych, zadna z mutacji nie miata

znamiennego wptywu na sktonnos¢ do zmiany poprzednio wybranej strony.

— kontrole mutanty kontrole mutanty kontrole mutanty
‘' 31 nagrodzony = . nagrodzony = § nagrodzony =——
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Rycina 6. Wplyw poprzednich wyborow na aktualny wybor.

A, warto$ci wspotczynnikow regresji dla zwierzat ze szczepu NRIPATCCERT2 (kontrole:
n = §; mutanty: n = 6). B, zwierzat ze szczepu mGIluR5*PP! (kontrole: n = 9; mutanty:
n = 8). C, zwierzat ze szczepu NRIPICCERT2 (kontrole n = 9; mutanty: n = 6).
Dane prezentowane s3 jako warto$ci $rednie + standardowy btad pomiaru, SEM.
* p <0.05, *** p <0.001 (test t-Studenta).

Dodatkowo, zmierzony zostat czas dokonania wyboru, czyli czas jaki uptyng
od rozpoczecia proby (zapalenie $wiatla w otworach) do wetknigcia nosa w jeden

pobrania nagrody, czas jaki

uptynat

od dostarczenia nagrody do zajrzenia do podajnika na wod¢. Analiza czaséw reakcji

z aktywnych otworo6w oraz czas czyli
wykazala, ze myszy z mutacja ze szczepu NRIPATCCERT2 § mGlyR5XP-P! potrzebowaly
wigcej czasu na dokonanie wyboru (Rycina 7A-B). Czas dokonania wyboru byt zalezny
od wyniku uzyskanego w poprzedniej probie, tak ze opdznienie u myszy z mutacjg byto
dtuzsze gdy poprzednia préoba byla nagrodzona (Rycina 7D-E). Dodatkowo, mutacja

] DATCreERT2 § mGluR 5¥P-P! miata znamienny, aczkolwiek nieduzy wptyw na czas

umyszy NR
pobrania nagrody (Rycina 8 A-B). Nie zaobserwowano wplywu mutacji na czas dokonania
wyboru lub pobrania nagrody u myszy ze szczepu NRI1PICERT2 (Rycina 7C, 7F i 8C).
Eksperyment 1 wykazal, iz zwierzeta z mutacjg ze szczepu NR1PATCCERT2 § jy GlyR 5KD-D!
byly mniej sktonne do wyboru czesciej nagradzanej opcji oraz mniej sktonne do powtdrzenia
poprzednio nagrodzonego dziatania. Potrzebowaly one rowniez wigcej czasu na podjecie

decyzji o dokonaniu kolejnego wyboru.
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Rycina 7. Czas dokonania wyboru.

A—C, czas podjecia decyzji o dokonaniu wyboru (proba po probie). D-F, wptyw wyniku
poprzedniego wyboru na czas dokonania wyboru w kolejnej probie. A i D, zwierzeta ze
szczepu NRIPATCERTZ (kontrole: n = 8; mutanty: n = 6); B i E, zwierzeta ze szczepu
mGIluR5%PP! (kontrole: n = 9; mutanty: n = 8); C i F, zwierzeta ze szczepu NR]PICTeERT2
(kontrole n = 9; mutanty: n = 6). Dane prezentowane sg jako warto$ci $rednie + standardowy
btad pomiaru, SEM. * p <0.05, *** p <0.001 (test Bonferroniego).
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Rycina 8. Czas pobrania nagrody.

A, czas jaki uptyna od dostarczenia nagrody do zajrzenia do podajnika na wode¢ u zwierzat
ze szczepu NRIPATCERT2 (kontrole: n = 8; mutanty: n = 6); B, zwierzeta ze szczepu
mGIluR5%PP! (kontrole: n = 9; mutanty: n = 8); C, zwierzeta ze szczepu NR]PICrERT2
(kontrole: n =9; mutanty: n = 6). Dane prezentowane sg jako warto$ci $rednie + standardowy
btad pomiaru, SEM. ** p < 0.01 (test t-Studenta).
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Eksperyment 2: Ocena wartosci nagrod

Celem eksperymentu byto sprawdzenie, czy usuniecie receptoréw dla glutaminianu
w uktadzie dopaminowym wplywa na ocen¢ wartosci nagrod. W doswiadczeniu
wykorzystano zwierzeta badane wczesniej w tescie uczenia si¢ z losowym wzmocnieniem.
Tym razem dokonywaly one wyboru miedzy otworami zapewniajacymi mozliwos¢
uzyskania 10 Iub 20 pl wody (Rycina 9A). Kazda sesja skladata si¢ z 20 prob
»wymuszonych”, w ktérych mozliwy byt wybor tylko jednej strony i 40 prob ,,wolnych”,
zapewniajacych mozliwos¢ swobodnego wyboru preferowanej strony. W probach wolnych,
zwierzeta czescie] wybieraty strong po ktoérej prezentowana byta wigksza objetos¢ wody
(Rycina 9B-D). Przecigtna preferencja strony z duza nagroda ($rednia z 5 dni) miescita si¢

w przedziale od 68.5% do 100% ($rednia: 92.6% + 1.25).
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Rycina 9. Ocena wartos$ci nagrod.

A, schemat testu. B, procent wyboru duzej nagrody przez zwierze¢ta ze szczepu
NR1PATCrERT2 (kontrole: n = 7; mutanty: n = 6); C, zwierzeta ze szczepu mGluR5XP-P!
(kontrole: n = 9; mutanty: n = 8); D, zwierzeta ze szczepu NR1PICERT2 (kontrole: n = 9;
mutanty: n =35).

Nastepnie, sprawdzitem czy obnizenie wartos$ci duzej nagrody, wywolane wzrostem
niepewnosci jej uzyskania (dyskontowanie prawdopodobienstwa), ma wplyw na preferencje

duzej nagrody. W tym celu prawdopodobienstwo uzyskania duzej nagrody byto stopniowo
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zmniejszane, tak iz wynosito ono odpowiednio: 75, 50 1 25%. Zmiany nastgpowaty
co 4-5 dni, tak wiec kazdy punkt na Rycinie 9 prezentuje $rednig ilos¢ wyboréw duzej
nagrody. Proporcjonalnie do spadku prawdopodobienstwa uzyskania duzej nagrody mozna
bylo zaobserwowac spadek ilosci jej wyboréw. Oznacza to, ze zwierzeta postrzegaly wybor
strony z duzg nagrodg jako mniej korzystny i wybieraty mniejsza, ale pewng nagrode. Zadna
z mutacji nie miata jednak wplywu na preferencj¢ nagrod. Mozna bylo natomiast
zaobserwowac¢ wptyw mutacji na czas dokonania wyboru (Rycina 10). Czas podjecia decyzji
o dokonaniu wyboru u myszy z mutacja ze szczepu NRIPATCERT2 § mGlyRS5KD-D!
byt znamiennie dluzszy niz u odpowiadajagcych im zwierzat kontrolnych, zaréwno
w probach wymuszonych (Rycina 10A-B), jak i1 probach wolnych (Rycina 10D-E).
Efektu tego nie obserwowano u myszy ze szczepu NRIPICCERT2 (Rycina 10C i F).
Eksperyment 2 wykazat, ze zalezne od receptoréw dla glutaminianu przekazywanie sygnatu

w neuronach uktadu dopaminowego, nie jest konieczne dla dokonania oceny wartosci

nagrod.
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Rycina 10. Czas dokonania wyboru.

A-C, czas podjecia decyzji o dokonaniu wyboru w probach wymuszonych. D-F, w prébach
wolnych. A i D, zwierzeta ze szczepu NRI1PATCERT2 (kontrole: n = 7; mutanty: n = 6);
B i E, zwierzeta ze szczepu mGluR5XPP! (kontrole: n = 9; mutanty: n = 8); zwierzeta ze
szczepu NR1PICERT2 (kontrole: n = 9; mutanty: n = 5). Dane prezentowane sg jako wartoéci
srednie + standardowy btad pomiaru, SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001
(test Bonferroniego).
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Eksperyment 3: Ocena wartosci predykcyjnej i motywacyjnej bodzcow

Celem eksperymentu bylo sprawdzenie, czy zahamowanie aktywnosci zaleznej
od receptora NMDA w neuronach dopaminergicznych u myszy ze zczepu NR]PATCreERT2
ma wplyw na ocen¢ wartosci predykcyjnej oraz wartoSci motywacyjnej bodzcow

skojarzonych z nagroda.
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Rycina 11. Ocena wartosci predykcyjnej i motywacyjnej bodzcow.

A, bodzce warunkowe wykorzystane w doswiadczeniu. B, ilo§¢ wizyt w podajniku z nagroda
przed przewidywanym czasem prezentacji nagrody. C, ilo$¢ wizyt w podajniku z nagroda
po przewidywanym czasie prezentacji nagrody D, ilo$¢ wizyt w podajniku z nagroda
podczas przerw migdzy prezentacjami. E, czas jaki uplyna od momentu prezentacji bodzca
CS+ do pierwszej wizyty w podajniku na nagrode. F, ilos¢ odpowiedzi instrumentalnych
zwigzanych z prezentacja bodzcow CS+ 1 CS- w teScie warunkowego wzmocnienia.
B-E, kontrole: » = 12; mutanty: » = 12; F, kontrole: n = 12; mutanty: n = 11.
Dane prezentowane s3 jako warto$ci $rednie + standardowy btad pomiaru, SEM.
* p <0.05, (test Bonferroniego).

Zwierzetom prezentowano bodziec warunkowy (CS+) skojarzony z dostarczeniem
20 ul wody oraz drugi bodziec (CS-), ktérego prezentacja nie byta skojarzona z nagroda
(Rycina 11A). Zarowno zwierzgta kontrolne, jak i myszy z mutacja wykonywaty wiecej
wetknie¢ pyszczka do podajnika na wode podczas pierwszych 5 sekund prezentacji bodzca

CS+ (przed pojawieniem si¢ nagrody) niz podczas prezentacji bodzca CS- (Rycina 11B).
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Liczba wizyt w podajniku na wode w ostatnich 5 sekundach (po prezentacji nagrody),
podczas prezentacji bodzca CS+, ulegata wygaszeniu (Rycina 11C), podobnie jak ilo$¢
wizyt podczas przerw mig¢dzy prezentacjami (Rycina 11D). W kolejnych sesjach, zwierzeta
z obu grup zagladaly do podajnika tuz przed pojawieniem si¢ nagrody (Rycina 11E).
Oznacza to, Ze niezaleznie od genotypu, zwierzgta byty w stanie odrdznié, ktory z bodzcow
przewiduje nagrod¢ i oczekiwaly na moment jej dostarczenia. Ilo$¢ wizyt w podajniku
na nagrode podczas prezentacji bodzca CS+, w kolejnych sesjach, byta znacznie wyzsza
u zwierzat kontrolnych w poréwnaniu do myszy z mutacja (Rycina 11B).
Mogto to oznacza¢, iz dla zwierzat z mutacja bodziec CS+ nie zyskat warto$ci
motywacyjnej, zachgcajacej do wzmozonego poszukiwania nagrody. Aby to potwierdzi¢
wykonatem test warunkowego wzmocnienia, w ktorym zwierzeta mogly wykonad
odpowiedz instrumentalng (wetknigcie nosa w jeden z dwoch otwordéw). Wetknigcie nosa
w pierwszy otwor skutkowato prezentacja bodzca CS+, a wetknigcie nosa w drugi otwor
wyzwalato prezentacj¢ bodzca CS-. U zwierzat kontrolnych mozna bylo zaobserwowac
znamienny wzrost odpowiedzi instrumentalnych zwigzanych z prezentacjg bodzca CS+,
w poréwnaniu do ilosci wetknie¢ nosa w otwoér skojarzony z prezentacjg bodzca CS-
(Rycina 11F). Efektu tego nie obserwowano u zwierzat z mutacja. Oznacza to, iz dla
zwierzat kontrolnych, ale nie dla mutantéw, bodziec CS+ zyskal dodatkowo wartos¢
nagradzajgcg sama w sobie i1 dziatal jako warunkowe wzmocnienie. Eksperyment 3 wykazat,
ze dla myszy z mutacj ze szczepu NR1PATCERT2 hod7iec przewidujacy nagrode nie zyskuje

warto$ci motywacyjnej, zachgcajacej do jej wzmozonego poszukiwania.

Eksperyment 4: Ocena kosztu uzyskania nagrody

Skutkiem usunigcia receptorow NMDA z neuronéw dopaminergicznych,
obserwowanym u zwierzat NR 1PATCERT2 y eksperymentach 1-3 bylo opoznienie podjecia
dziatania oraz obnizenie motywacji do zaangazowania si¢ w poszukiwanie nagrody.
Celem tego eksperymentu byto zbadanie wptywu mutacji w neuronach dopaminergicznych
na motywacj¢ do zdobycia nagrody w sytuacji rosngcego kosztu jej uzyskania.
Aby to sprawdzi¢ wykorzystatem procedur¢ narastajagcego kryterium wzmocnienia,
gdzie zwierze musialo wykona¢ okreslong ilos¢ odpowiedzi, aby uzyska¢ nagrode
(10 pl wody). Kryterium ustalono na dwa wetknigcia nosa w otwor aktywny podczas

pierwszej proby i podwajano je w kazdej kolejnej (Rycina 12A). Jezeli zwierzg przerwato
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wykonywanie zadania i nie wykonato Zadnej odpowiedzi przez 3 minuty, eksperyment
ulegat zakonczeniu. Wszystkie zwierzeta, z wyjatkiem jednego osobnika z grupy kontrolne;,
zakonczyly eksperyment przed czasem (Rycina 12B). W trakcie eksperymentu
myszy z mutacjag wykonaly znamiennie mniej odpowiedzi instrumentalnych niz zwierzeta
kontrolne (Rycina 12C), osiagnely nizsze kryterium (Rycina 12D) i w konsekwencji
uzyskaty mniej nagréd (Rycina 12E). Nie zaobserwowano znamiennego wptywu mutacji na
ilos¢ wizyt w podajniku na nagrod¢e (Rycina 12F) czy szybko$¢ pobrania nagrody
(Rycina 12G).
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Rycina 12. Motywacja do zdobycia nagrody.

A, schemat dos$wiadczenia. B, indywidualne czasy zakonczenia zadania. C, wykonane
odpowiedzi. D, osiagnigte kryterium. E, uzyskane nagrody. F, wizyty w podajniku
na nagrod¢. G, czas do pobrania nagrody. B—G, kontrole: n = 7; mutanty: n = 6.
Dane prezentowane sga jako wartosci $rednie + standardowy blad pomiaru, SEM.
* p<0.05, ** p <0.01 (test t-Studenta).

W czasie eksperymentu zachowanie zwierzat charakteryzowato si¢ wystgpowaniem
dwoch typow dziatania: wetknigcie nosa w otwor aktywny lub wizyta w podajniku
na nagrode¢. Dziatania te rejestrowane byly jako pojedyncze akcje lub ciag zdarzen tego
samego rodzaju (Rycina 13A). Poniewaz mutacja miatla znamienny wplyw na ilo$¢
wykonanych odpowiedzi instrumentalnych, ale nie na ilos¢ wizyt w podajniku na nagrode,
skupitem si¢ na analizie sekwencji wetknig¢ nosa w otwor aktywny. W kolejnych prdobach,
liczba ciagéw wetknig¢ nosa w otwodr aktywny wzrastala proporcjonalnie do narastajacego

kryterium wzmocnienia (Rycina 13B), podobnie wydtuzat si¢ czas trwania kolejnych prob
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(Rycina 13C). Zaangazowanie si¢ w wykonanie zadania definiowane bylo przez czas
inicjacji (pierwsze wetknigcie od momentu rozpoczgcia proby), liczbe powtorzen akcji
W ciggu oraz czas jaki uptyng od zakonczenia poprzedniego ciggu wetknie¢ do rozpoczecia
kolejnego. Zwierzeta z mutacjg charakteryzowaty si¢ dluzszym czasem inicjacji
(Rycina 13D), mniejsza ilo$cig powtorzen w ciagu (Rycina 13E) oraz dluzszym odstepem
pomigdzy kolejnymi ciggami (Rycina 13F). Eksperyment 4 wykazal, ze zwierzgta z mutacja
byly mniej zmotywowane do zaangazowania si¢ w wykonanie zadania i poniesienia

wysokiego kosztu uzyskania nagrody, a ich dziatanie charakteryzowato si¢ mniejszym

wigorem.
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Rycina 13. Wigor dzialania.

A, przyktad sekwencji zdarzen u reprezentatywnego osobnika, w trakcie czterech
pierwszych préb. B, liczba ciggow wetknie¢ nosa w otwor aktywny. C, czas trwania prob.
D, czas jaki uplyngt od momentu rozpoczgcia proby do pierwszego wetknigcia.
E, srednia ilo$¢ powtdrzen wetknig¢ nosa w ciggu. F, sredni odstep czasu pomigdzy ciggami
wetknie¢ nosa w otwor aktywy. B-F, kontrole: » = 7; mutanty: n = 6 (proby 1-6),
n=4 (préba 7), n =3 (préba 8). Dane prezentowane sg jako warto$ci §rednie + standardowy
btad pomiaru, SEM.
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2. Wplyw utraty receptorow NMDA w neuronach
noradrenergicznych na percepcyjne podejmowanie decyzji
i adaptacje do zmieniajacych si¢ wymagan otoczenia

Eksperyment 5: Detekcja sygnatu

Jednym z procesoOw regulowanych przez neurony noradrenergiczne miejsca
sinawego jest reakcja na bodzce sensoryczne towarzyszace zdarzeniom o istotnym
znaczeniu. Celem eksperymentu bylo zbadanie wplywu usunigcia receptora NMDA
z neuronow noradrenergicznych na zdolnos¢ do detekcji bodzca przewidujacego mozliwos¢

uzyskania nagrody.
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Rycina 14. Detekcja sygnalu.

A, schemat doswiadczenia. B, proporcja trafien oraz czas reakcji. C, liczba resetow okresu
oczekiwania. D, liczba przedwczesnych odpowiedzi (przed pojawieniem si¢ sygnatu).
B-D, kontrole: » = 11; mutanty: n = 10. Dane prezentowane sg jako wartosci $rednie
+ standardowy btad pomiaru, SEM.
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Zwierzeta ze szczepu NRIPBHC® yczyly sie wtykaé nos w otwoér aktywny
w odpowiedzi na pojawienie si¢ sygnatu (zapalenie $wiatta w otworze) prezentowanego
przez 5 sekund (Rycina 14A). Wetkniecie nosa w otwér aktywny podczas prezentacji
sygnatu rejestrowane bylo jako trafienie 1 skutkowalo dostarczeniem nagrody
(20 mg pokarmu) do podajnika na jedzenie. Prezentacja sygnatu poprzedzona byta okresem
oczekiwania. Jezeli wetknigcie nosa w otwér aktywny nastgpilo na trzy sekundy przed
pojawieniem si¢ sygnalu, okres oczekiwania byl wznawiany (resetowany).
Nie zaobserwowano wplywu mutacji na zdolno$¢ do detekcji sygnatu. Zaro6wno myszy
z mutacjg, jak 1 zwierz¢ta kontrolne charakteryzowaty si¢ wysoka iloscig trafien
(Srednia ilo$¢ trafien wynosita odpowiednio: 80% <+ 0.03 1 79% =+ 0.03),
ktora utrzymywala si¢ na stabilnym poziomie przez caly czas trwania eksperymentu
(Rycina 14B). Mutacja nie miata tez wplywu na czas dokonania wyboru, czyli czas jaki
uplyng od momentu prezentacji sygnatu, do wetkniecia nosa w aktywny otwor (Rycina 14B),
liczbe resetow okresu oczekiwania (Rycina 14C) czy catkowita ilos¢ przedwczesnych
wetknig¢ nosa w aktywny otwor (Rycina 14D). Eksperyment 5 wykazal, ze mutacja u myszy
NR1PBHC® nie miata wptywu na zdolno$¢ do detekcji sygnalu przewidujacego mozliwo$é

uzyskania nagrody i wykonania szybkiej reakcji w odpowiedzi na ten sygnat.

Eksperyment 6: Selektywnos¢ uwagi

Oprocz nakierowania uwagi na detekcje sygnatu, aktywno$ci miejsca sinawego
reguluje proces selektywnego przetwarzania informacji percepcyjnych i podejmowania
decyzji o wykonaniu wlasciwej reakcji. Celem eksperymentu bylo zbadanie wplywu
zahamowania zaleznego od receptora NMDA przekazywania sygnalu w ukladzie
noradrenergicznym na selektywnos$¢ uwagi. W tym celu procedura opisana w poprzednim
eksperymencie zostata zmodyfikowana w taki sposob, ze w trakcie sesji oprocz znanego juz
zwierzeciu sygnatu (zapalenie §wiatla w otworze aktywnym) prezentowany byt réwniez
drugi sygnal (zapalenie $wiatla w obu otworach potaczone z emisjg tonu ciaglego).
Aby uzyska¢ nagrode (20 mg pokarmu), zwierze musialo skupi¢ uwage na rozpoznaniu
znanego sygnatu (go) oraz powstrzymac si¢ od wykonania odpowiedzi, podczas prezentacji
nowego sygnalu (no-go) (Rycina 15A). Wykonanie odpowiedzi w trakcie prezentacji

sygnatu no-go rejestrowane byto jako fatszywy alarm.
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Rycina 15. Selektywnos$¢ uwagi.

A, schemat do§wiadczenia. B, proporcja trafien oraz czas reakcji. C, proporcja falszywych
alarméw oraz czas reakcji. D, wartos¢ wspodtczynnika czutosci. E, liczba resetow okresu
oczekiwania. F, liczba przedwczesnych odpowiedzi (przed pojawieniem si¢ sygnatu).
B-F, kontrola: » = 11; mutant: » = 10. Dane prezentowane s3 jako wartosci $rednie
+ standardowy btad pomiaru, SEM. * p < 0.05 (test t-Studenta).
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Zardéwno zwierzeta kontrolne jak i myszy z mutacja utrzymywaly wysoki poziom
trafien w odpowiedzi na sygnat go ($rednia: 76% + 0.04 1 76% + 0.05), przez caly czas
trwania eksperymentu (Rycina 15B). Niemniej, obie grupy charakteryzowaty si¢ rowniez
niskg zdolnos$cia do powstrzymania od wykonania odpowiedzi podczas prezentacji sygnatu
no-go, tj. wysoka liczbg falszywych alarmow ($rednia: 75% =+ 0.05 i 81% = 0.05)
(Rycina 15C). Nie obserwowano przy tym wpltywu mutacji na czas wykonania reakcji
(Rycina 15B-C). Wysoka ilos¢ trafien oraz réwnie wysoka ilo$¢ fatszywych alarméw mogta
wynika¢ z trudno$ci w rozrdznieniu obu sygnatow, ze wzgledu na ich podobienstwo.
Postugujac si¢ indeksem czuto$ci zaczerpnigtym z teorii detekeji sygnalu mogtem wykazac,
iz istotnie wynikato to z niskiej zdolno$ci do rozréznienia sygnatow (indeks d’ bliski 0)
(Rycina 15D). Warto$¢ indeksu czuto$ci byta znamiennie nizsza u myszy z mutacja,
co wiecej u mutantow mozna byto obserwowac wyzszg ilo$¢ resetow okresu oczekiwania
na sygnatl (Rycina 15E) oraz wyzszg ilosci przedwczesnych odpowiedzi (Rycina 15F).
Eksperyment 6 nie wykazal w sposob jednoznaczny, czy mutacja u myszy NR]PBHC™
wptywa na selektywno$¢ uwagi. Niemniej jednak, w warunkach wymagajacych
selektywnego skupienia uwagi, u myszy z mutacja mozna bylo zaobserwowaé wzrost

przedwczesnych odpowiedzi.

Eksperyment 7: Przerzutnosci uwagi

Aktywnos¢ uktadu noradrenergicznego zwigzana jest z adaptacja do zmieniajacych
si¢. wymagan otoczenia, np.: odwrocenia zalezno$ci miedzy bodzcami przewidujgcymi
nagrode lub zmiany zasad jej uzyskania. Celem eksperymentu bylo zbadanie wptywu
mutacji u myszy ze szczepu NR1PBHC™ na zdolnosé przetaczania uwagi miedzy dwoma
aspektami otoczenia, ktére wymagaja korzystania z odmiennych modalno$ci zmystowych.
W te$cie tym zwierzeta dokonywaly wyboru pomigdzy dwoma szklanymi naczyniami,
oznakowanymi przez bodzce przynalezace do dwodch kategorii: (1) rodzaj materiatu, ktérym
byly wypelione oraz (2) zapach naniesiony na $ciang naczynia (Rycina 16A).
Postugujac si¢ informacja o rodzaju wypehienia i zapachu, mysz miata mozliwo$¢ nauczy¢
si¢, ktore naczynie nalezy wybra¢ aby uzyskaé¢ nagrod¢ (20 mg pokarmu o smaku
czekolady). Eksperyment sktadat si¢ z kilku faz, w trakcie ktorych dochodzito
do odwrocenia zalezno$ci miedzy bodzcami przewidujgcymi nagrode (fazy CDR, IDSR,

IDS2R, EDSR) oraz zmiany zasad jej uzyskania (faza EDS).
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Rycina 16. Przerzutnos¢ uwagi.
A, schemat testu. W fazach od SD do IDS2R wskazéwka przewidujaca nagrode byt materiat
wypetniajacy naczynie, a w fazach EDS 1 EDSR byt to zapach. B, liczba prob do momentu
liczba popelionych btedow. D, czas ukonczenia fazy.
B-C, kontrole: n = 14; mutanty: n = 12. Dane prezentowane sg jako wartosci $rednie
+ standardowy btad pomiaru, SEM. ** p < (.01, (test Bonferroniego).

zapach
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Gléwnym zaobserwowanym efektem byl wptyw genotypu na ilo$¢ zaliczonych prob
do momentu osiggni¢cia kryterium 8/10 poprawnych wyboréow (Rycina 16B) oraz ilo$¢
popetnionych btedow (Rycina 16C). Analiza post-hoc wykazata, iz mutacja spowodowata
znamienng redukcje prob potrzebnych do zaliczenia kryterium w fazie EDS, ktora wymagata
przekierowania uwagi na przetwarzanie bodzcoéw nalezacych do dotychczas pomijanej
kategorii. Zaobserwowa¢ mozna rowniez byto trend w kierunku redukcji popelionych
btedéw w fazie CDR 1 fazie EDS (w obu przypadkach p = 0.0651). Obserwacje te sg o tyle
istotne, iz w fazie CDR zwierzeta mialy po raz pierwszy do czynienia z odwroceniem
zaleznosci mi¢dzy bodzcami przewidujacymi nagrodg, a w fazie EDS ze zmiang zasad jej
uzyskania. W obu przypadkach, mutacja ulatwiata adaptacj¢ do nieoczekiwanej zmiany
wymagan testu. Nie zaobserwowano znamiennego wplywu mutacji na szybkos$¢ wykonania
poszczegdlnych faz (Rycina 16D). Eksperyment 7 wykazal, Ze mutacja u myszy NR1PBHCre
sprzyjala latwiejszemu przelgczaniu uwagi miedzy dwiema kategoriami bodzcow.
Dzigki temu, zwierzeta z mutacja mogly szybciej zaadaptowaé si¢ do nieoczekiwanej
zmiany wymagan otoczenia, a w konsekwencji szybciej wybra¢ wlasciwy sposob dziatania,

prowadzacy do zdobycia nagrody.

Eksperyment 8: Adaptacja do zmieniajgcego si¢ prawdopodobienstwa

uzyskania nagrody

Poprzedni eksperyment wykazat, iz mutacja w uktadzie noradrenergicznym u myszy
NR1PBHC \wplywa na proces adaptacji do zmieniajacych sie wymagan otoczenia.
Celem tego eksperymentu bylo zbadanie wplywu mutacji na zdolno$¢ adaptacji
do dynamicznie zmieniajacego si¢ prawdopodobienstwa uzyskania nagrody w tescie uczenia
si¢ z losowym wzmocnieniem. W tescie tym zwierz¢ dokonywalo wyboru miedzy dwoma
otworami zapewniajagcymi odpowiednio 80 1 20% szans na wuzyskanie nagrody
(20 mg pokarmu). Kazda sesja sktadata si¢ ze 150 prob podzielonych na bloki o dtugosci
od 30 do 45 prob (Rycina 17A). Prawdopodobienstwo uzyskania nagrody przypisane do obu
otwordw bylo state wewnatrz bloku i ulegalo odwroceniu pomig¢dzy blokami. Czas trwania
prob byt ograniczony do 10 sekund, a brak odpowiedzi rejestrowany byt jako pominigcie.
Przez to, w porownaniu do eksperymentu 1, test byl bardziej wymagajacy, generowat
wieksza niepewnos$¢ co do statosci otoczenia i jednocze$nie wymuszal szybkie podjecie

decyzji. Przyktad wykonania testu przez reprezentatywne zwierz¢ prezentuje Rycina 17B.
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Rycina 17. Test uczenia si¢ z losowym wzmocnieniem.

A, schemat testu. B, przyktad wyboréw dokonanych przez jedno reprezentatywne zwierze
w trakcie jednej sesji. Czarna linia reprezentuje prawdopodobienstwo wyboru lewego
otworu (dane wygtadzone przy uzyciu 9 punktowej $redniej kroczacej). Bezowy pasek
oznacza stron¢ z wigkszg szansg uzyskania nagrody (gora — lewa strona, d6t — prawa strona).
Pionowe kreski reprezentujg pominigte proby.

Niezaleznie od genotypu, zwierzeta wykazaty znamienny wzrost czestotliwosci
wyboro6w czeSciej nagradzanej strony, w kolejnych sesjach (Rycina 18A).
U myszy z mutacja mozna byto zaobserwowac trend w kierunku wiekszej sklonnosci
do wyboru czgsciej nagradzanego otworu, w porownaniu do zwierzat z grupy kontrolnej
(efekt interakcji: p = 0.0929). Mogto to oznaczaé, iz myszy z mutacja szybciej adaptowaly
si¢ do wymagan testu. Mutacja nie miala wplywu na ilo$¢ pominigtych prob (Rycina 18B),
szybko$¢ podjecia decyzji o dokonaniu wyboru (Rycina 18C) czy szybko$¢ pobrania
nagrody (Rycina 18D).
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Rycina 18. Wybor czes$ciej nagradzanej strony.

A, prawdopodobienstwo wyboru czgsciej nagradzanej strony. B, liczba pominigtych prob.
C, czas dokonania wyboru. D, Czas pobrania nagrody. A-D, kontrole: n = 9; mutanty:
n = 8. Dane prezentowane sg jako warto$ci $rednie + standardowy biad pomiaru, SEM.

Nastegpnie sprawdzilem, czy wybory dokonywane przez zwierzgta spetniajg regute
prawa dopasowania. Rycina 19 przedstawia proporcje dokonanych wyboréw wzgledem

proporcji uzyskanych nagréd, natomiast Tabela 4 zawiera warto$ci parametrow modelu.

6
kontrole
41 e mutanty
T 2 Rycina 19. Zgodnos¢ wyborow
G |U z prawem dopasowania.
“~ 0 Dopasowanie modelu do wyborow
%0 dokonanych przez zwierzgta szczepu
= =& NR1PBHC (kontrole: n = 9; mutanty:
_ 4 n= 8)
-6

6 -4-2 0 2 4 6
R
log.,(5E
8,7,

Tabela 4. WartoS$ci parametrow modelu.

Szczep Genotyp N  Wrazliwo$¢ (@) Tendencja (b)) R?
NR | PBHCre kontrole 9 0.29+£0.03 -0.06 +0.15  0.53
mutanty 8 0.36 +=0.02 -0.22+0.16  0.65
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Model wyjasniat od 53% do 65% zaobserwowanej zmienno$ci, odpowiednio
w grupie kontrolnej i grupie zwierzat z mutacja (warto$¢ R? w Tabeli 4). Warto$ci R? nizsze
niz u zwierzat z mutacjami w uktadzie dopaminowym (eksperyment 1) moga oznaczac,
1Z wyzsze wymagania testu (wigksza zmiennos$¢ 1 ograniczenie czasu wyboru) miaty wplyw
na zdolno$¢ do zachowania si¢ zgodnie z prawem dopasowania. Nie obserwowano jednak
znamiennej roéznicy w warto$ci parametrow a 1 b, ktére informuja odpowiednio
o wrazliwo$ci na wzmocnienie oraz tendencji do wybierania jednej strony niezaleznie

od uzyskanego wzmocnienia.

Przeanalizowatem roéwniez wplyw mutacji na prawdopodobienstwo powtorzenia
poprzednio dokonanego wyboru. Przyjatem, ze jezeli zwierze decydowato si¢
na powtorzenie wyboru to miato sktonnos¢ do eksploatacji znanych schematéw dziatania,
natomiast jezeli zwierz¢ decydowato si¢ na zmian¢ wyboru, to mialo sklonno$¢
do eksploracji. I tak, wybory typu wygrana-pozostan (Rycina 20A) oraz przegrana-pozostan
(Rycina 20B) okreslitem mianem strategii eksploatacyjnej, a wybory typu wygrana-zmien
(Rycina 20C) oraz przegrana-zmien (Rycina 20D) mianem strategii eksploracyjne;.
Analiza ta wykazala, iz myszy z mutacja byly bardziej sktonne do powtarzania poprzednio
nagradzanych wyboréw (Rycina 20A i 20E). Eksperyment 8 wykazal, Zze mutacja u myszy
NR1PBHC® gpr7via dokonywaniu adaptacyjnych wyboréw w warunkach dynamicznie
zmieniajgcego si¢ prawdopodobienstwa uzyskania nagrody 1 przesuwa strategi¢

podejmowania decyzji w kierunku eksploatacji nagradzanego dziatania.
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Rycina 20. Prawdopodobienstwo powtorzenia nagrodzonego wyboru.

A-D, prawdopodobienstwo danego zdarzenia. E, $rednia warto$¢ ze wszystkich sesji.
A-E, zwierzeta ze szczepu NR1PBHC™ (kontrole: 7 = 9; mutanty: n = 8). Dane prezentowane
sg jako wartos$ci srednie + standardowy btad pomiaru, SEM. * p <0.05, (test Bonferroniego).
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Celem moich badan bylo wskazanie wptywu utraty receptorow NMDA 1 mGIluRS5
w neuronach uktadu dopaminowego 1 noradrenergicznego na wybrane aspekty
adaptacyjnego podejmowania decyzji. Rycina 21 prezentuje podsumowanie uzyskanych

wynikow.

- Zaburzenie przypisania wartosci motywacyjnej bodzcom
- Mniejsza motywacja do zaangazowania sie¢ w wykonanie zadania
NR1DATCI’9ERT2 _¥ - Mniejsza motywacja do poniesienia wysokiego kosztu uzyskania nagrody

< .! - Mniejszy wigor dziatania
P
2

\ - Mniejsza sktonnos$¢ do wyboru czesciej nagradzanej opcji
- Mniejsza sktonnos$¢ do powtdrzenia poprzednio nagrodzonego dziatania
mG[uR5D1'KD - Dtuzszy czas podjecia decyzji

/ - Brak efektow mutacji na ocene wartosci nagrod
mGIuRS /7‘

NR1DBHC,e - Brak efektu mutacji na zdolnos¢ do detekcji sygnatu
- Wzrost przedwczesnych odpowiedzi
3 /—‘ —>» - Wieksza przerzutnos¢ uwagi
- Wieksza sktonnos$¢ do wyboru czesciej nagradzanej opcji
- Wieksza sktonnos$¢ do eksploatacji nagradzanego dziatania

NM

1D1CreERT2

N

/7‘ —» - Nie zaobserwowano wptywu mutacji na zaden z badanych
aspektow adaptacyjnego podejmowania decyzji

NMDA m

Rycina 21. Podsumowanie uzyskanych wynikow

Uczenie si¢ ze wzmocnieniem

Aktywnos¢ fazowa neuronéw dopaminergicznych srodmoézgowia sygnalizuje btad
przewidywania nagrody, ktory zgodnie z formalnymi teoriami uczenia si¢ ma kluczowe
znaczenie dla zaistnienia procesu uczenia si¢ opartego na wzmocnieniu (Schultz i in., 1997,
Waelti i in., 2001). Majac to na uwadze przypuszczatem, ze zahamowanie zaleznej
od receptora NMDA aktywnosci fazowej neurondéw dopaminergicznych bedzie zaburzad
sygnalizowanie btedu przewidywania nagrody, a w konsekwencji prowadzi¢ do zaburzenia
procesu uczenia si¢ ze wzmocnieniem. Zgodnie z tym przypuszczeniem, myszy pozbawione
receptorow NMDA w neuronach dopaminergicznych wolniej uczyly si¢ na podstawie

konsekwencji dokonywanych wyboréw (eksperyment 1). W poczatkowe] fazie
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eksperymentu czestotliwos¢ wyboru czgsciej nagradzanego otworu przez zwierzeta
z mutacjg wynosita mniej niz 60%. Sugeruje to, iz dokonywane przez nie wybory miaty
losowy charakter 1 nie rozrézniaty one ich warto$ci. Dodatkowo, zwierzeta te byly mniej
sktonne do powtdrzenia poprzednio nagrodzonego wyboru. Jest to zgodne z doniesieniami
sugerujagcymi, iz zahamowanie aktywno$ci neuronéw dopaminergicznych nasladuje
negatywny btad przewidywania nagrody i tym samym zmniejsza szans¢ na powtorzenie
poprzednio nagrodzonego wyboru (Hamid i in., 2016, Parker i in., 2016). Niemniej jednak,
pod koniec eksperymentu zwierzeta z mutacjg wybieraly bardziej korzystng opcje rownie
czesto jak zwierzeta kontrolne, a ich zachowanie bylo zgodne w znacznej mierze z prawem
dopasowania. Oznacza to, iz zahamowanie zaleznej od receptora NMDA aktywno$ci
fazowej neuronéw dopaminergicznych spowolnitlo proces uczenia si¢ na podstawie
konsekwencji wlasnych dziatan, ale nie uniemozliwito zaistnienia procesu uczenia sig.
Podobne zjawisko obserwowano wczesniej u zwierzat z konstytutywna mutacja, u ktérych
zauwazono odroczony efekt nabierania wprawy w wykonaniu testow instrumentalnych
wzmacnianych nagrodg w postaci pokarmu (Zweifel i in., 2009; James i in., 2015).
Zatem, zalezna od receptora NMDA aktywno$¢ fazowa neuronow dopaminergicznych
wydaje si¢ miec istotne znaczenie dla szybko$ci i wydajno$ci procesu uczenia si¢

ze wzmocnieniem, ale nie jest ona konieczna dla zaistnienia samego procesu uczenia sig.

Proponowanym postsynaptycznym mechanizmem dziatania fazowo uwalnianej
dopaminy jest jej wptyw na modyfikacje¢ plastycznosci synaps korowo-prazkowiowych.
Plastyczno$¢ ta zalezy w duzej mierze od aktywacji receptorow dla glutaminianu,
gltéwnie NMDA 1 mGIluRS (Shen i in., 2008). Uzyskane w ramach niniejszej rozprawy
wyniki wskazuja, ze utrata receptorow mGIluR5 w neuronach wyrazajacych ekspresje
receptora D1, u zwierzat ze szczepu mGluR5%PP! powoduje, iz zwierzeta z mutacjg s3 mniej
sklonne do powtorzenia poprzednio nagrodzonego wyboru oraz mniej sklonne
do wybierania czesciej nagradzanej opcji (eksperyment 1). Zjawisko to thumaczy¢ mozna
zaburzeniem zdolno$¢ do aktualizacji warto$ci dziatania przez neurony prazkowia.
W wyniku zaburzenia tego procesu zwierzg¢ jest mniej wrazliwe na pozytywne wzmocnienie,
a dokonywane przez nie wybory charakteryzuja si¢ wiecksza losowoscia.
Nie zaobserwowano jednak podobnego efektu u zwierzat z indukowalng inaktywacja
receptorow NMDA, co jest po czesci nieoczekiwane, poniewaz aktywacja receptorow
NMDA w prazkowiu ma istotne znaczenie dla uczenia si¢ na podstawie konsekwencji

podejmowanych dziatan (Yin i in., 2005). Potencjalnym wyja$nieniem tego zjawiska moze
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by¢ roznica w ekspresji mutacji u obu szczepow. Wczesniejsze badania wykazaty,
iz ekspresja transgenu u myszy mGluR5%PP! jest wydajna w obszarze grzbietowego jak
1 brzusznego prazkowia (Novak i in., 2010, Rodriguez Parkitna i in., 2013). Z kolei u myszy
NRPICCERT2 ‘mytacja jest skuteczna przede wszystkim w brzusznym prazkowiu
(Sikora i in. 2016). Roznica w wydajnos$ci mutacji ma o tyle istotne znaczenie, iz brzuszna
cz¢s$¢ prazkowia zaangazowana jest w proces kojarzenia bodzca z wynikiem, podczas gdy
grzbietowe prazkowie odgrywa kluczowa role w uczeniu si¢ na podstawie konsekwencji
dokonanych wyborow (Balleine i in., 2007, Yin i in., 2005, 2008). Znaczenie rozdziatu roli
brzusznego i grzbietowego prazkowia w tescie analogicznym do testu uczenia si¢ z losowym
wzmocnieniem, zostalo niedawno dobrze zilustrowane przez Parkera i in. (Parker i in.,
2016). Autorzy postugujac si¢ metoda obrazowania aktywno$ci neuronalnej zaleznej
od wapnia wykazali, iz zakonczenia neuronéw dopaminergicznych w brzusznym prazkowiu
sg aktywowane w odpowiedzi na bodZzce powigzane z nagroda, podczas gdy zakonczenia
w grzbietowym prazkowiu sa aktywowane w odpowiedzi na dokonany wybdr.
Innymi stowy, to grzbietowe prazkowie prawdopodobnie odgrywa kluczowa role
w kodowaniu wartosci dokonanego wyboru. Potwierdzeniem tej hipotezy sg rowniez
doswiadczenia, ktore wykazaty, iz stymulacja neuronow D1 w grzbietowej czgséci prazkowia
nasladuje zmian¢ warto$ci dzialania, co wplywa na tendencyjno$¢ dokonywania wyboru
(Tai i in., 2012). Majac powyzsze doniesienia na uwadze przypuszczam, ze zalezna
od receptorow dla glutaminianu modyfikacja plastyczno$ci synaptycznej w neuronach
dopaminoceptywnych grzbietowego, lecz nie brzusznego prazkowia moze mie¢ kluczowe
znaczenie dla aktualizowania warto$ci dziatania. Gdy proces ten ulega zaburzeniu,

SKD—DI

jak ma to miejsce w przypadku mutacji u myszy mGIluR , skutkuje to wigksza

losowoscig dokonywanych wyborow.

Ocena wartosci nagrod

Aktywno$¢  neuronow  dopaminergicznych ~ modulowana  jest  przez
prawdopodobienstwo 1 wielko§¢ nagrody (Fiorillo i in., 2003; Tobler i in., 2005).
Przypuszcza si¢ wigc, ze neurony dopaminergiczne koduja informacje o ryzyku
1 oczekiwanej wartosci nagréd — zmiennych ekonomicznych istotnych dla procesu
podejmowania decyzji. Hipoteza ta wspierana jest przez obserwacje pokazujace,

iz farmakologiczna blokada receptorow dopaminowych, podobnie jak zahamowanie
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fazowej aktywnos$ci komorek dopaminergicznych $rédmoézgowia, obniza sklonnos¢
do wyboru duzych nagréd w miarg wzrostu niepewnosci ich uzyskania (St Onge i Floresco,
2009, St Onge i in., 2011; Stopper i in., 2013, 2014). Majac to na uwadze przypuszczatem,
ze usunigcie receptorow dla glutaminianu w neuronach uktadu dopaminowego bedzie
wptywac na tendencyjnos¢ wyboru nagrod rdznigeych si¢ prawdopodobienstwem uzyskania
(eksperyment 2). Niemniej, u zadnego z badanych szczepow nie zaobserwowano wptywu
mutacji na preferencj¢ wyboru duzej nagrody, gdy obie nagrody byty swobodnie dostepne
czy wplywu mutacji na zmian¢ preferencji wyboru duzej nagrody, wywotang spadkiem
prawdopodobienstwa jej uzyskania. Oznacza to, ze przekazywanie sygnatu przez receptory
dla glutaminianu w neuronach ukladu dopaminowego, nie jest konieczne do dokonania

oceny wartosci nagrod.

Przypisanie wartosci motywacyjnej bodzcom

Aktywno$¢ fazowa neurondw dopaminergicznych posredniczy w procesie uczenia
si¢ asocjacyjnego i przypisania wartosci motywacyjnej bodzcom przewidujacym nagrode

1 DATCreERT2 ucza SIQ

(Flagel i in., 2011). W eksperymencie 3 zaobserwowano, iz myszy NR
warto$ci predykcyjnej bodzcoOw prezentowanych w tracie eksperymentu i1 czgsciej
eksplorujg podajnik na wode, gdy prezentowany jest bodziec przewidujacy dostarczenie
nagrody. Wynik ten jest zgodny z obserwacjami poczynionymi w badaniach, w ktorych
wykorzystano zwierzeta z konstytutywna mutacja (Parker i in., 2010; James i in., 2015),
co potwierdza, iz zahamowanie zaleznej od receptora NMDA aktywnosci fazowej neuronow
dopaminergicznych nie zaburza uczenia si¢ asocjacyjnego i wykonania uwarunkowanej
reakcji na bodziec. Interesujagcym jednak jest, ze w kolejnych sesjach zachowanie zwigzane
z eksploracjg podajnika byto nasilone w grupie zwierzat kontrolnych, ale nie u zwierzat
z mutacjg. Co wigcej, u czgsci zwierzat kontrolnych mozna bylo zaobserwowaé duza
sktonnos$¢ do samodostarczania bodzca CS+, nawet jezeli nie towarzyszyta temu prezentacja
nagrody. Oznacza to, ze dla zwierzat kontrolnych, ale nie dla myszy z mutacjg bodziec CS+
zyskal warto§¢ nagradzajaca samg w sobie 1 dziatal jako warunkowe wzmocnienie.
Obserwacje te sa zgodne z doniesieniami wskazujacymi na to, ze dorazne zablokowanie
receptorow NMDA w polu brzusznym nakrywki blokuje warunkowe wzmocnienie oraz

ze fazowe uwalnianie dopaminy posredniczy w procesie przypisania warto§ci motywacyjnej

bodzcom skojarzonym z nagroda (Flagel i in., 2011; Wickham i in., 2015). W wyniku tego
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procesu, bodzce skojarzone z nagroda moga nasila¢ zachowanie poszukiwawcze.
Brak nasilenia zachowania poszukiwawczego podczas prezentacji bodzca CS+ oraz
brak reakcji warunkowego wzmocnienia u myszy z mutacjg sugeruje, ze u tych zwierzat
proces atrybucji znaczenia jest zaburzony. Oznacza to, ze przekazywanie sygnatlu zalezne
od receptora NMDA w neuronach dopaminergicznych ma kluczowe znaczenie dla regulacji

tego procesu.

Inicjacje dziatania i wydatkowanie wysitku

Weczesniejsze badania elektrochemiczne sugerowaty, iz moment inicjacji dzialania
poprzedzony jest wzrostem zewngtrzkomorkowego stezenia dopaminy w brzusznym
prazkowiu, zwigzanym z fazowym trybem uwalniania neuroprzekaznika (Phillips i in.,
2003; Roitman i in., 2004, Syediin., 2016). Jednym z gtownych efektéw zaburzenia zaleznej
od receptora NMDA aktywnosci fazowej byto opdznienie podjecia dzialania nakierowanego
na zdobycie nagrody (eksperymenty 1 1 2). Efekt ten jest zgodny z obserwowanym wcze$niej
wptywem konstytutywnej inaktywacji receptorow NMDA w neuronach dopaminergicznych
na wydluzenie czasu do dokonania wyboru w labiryncie typu T (Zweifel i in., 2009)
oraz wplywem zahamowania przekazywania sygnalu zaleznego od receptorow
dopaminowych w jadrze potlezacym na odroczenie zaangazowania si¢ w poszukiwanie
nagrody (Nicola, 2010). Co wigcej, mutacja obnizala motywacje do wzmozonego
poszukiwania nagrody (eksperyment 3) i poniesienia rosngcego kosztu jej pozyskania
(eksperyment 4). Jest to zgodne z obserwacjami pokazujacymi, iz usunigcie zasobow
dopaminy obniza, a podniesienie jej poziomu zwicksza motywacje do pracy
w warunkach narastajgcego kryterium wzmocnienia (Salamone i in., 2001, Cagniard i in.,
2006). Eksperyment 4 pokazal réwniez, ze usunig¢ciu receptorow NMDA z neuronow
dopaminergicznych towarzyszyto obnizenie wigoru dzialania, widoczne jako wystepowanie
krétszych oraz rzadszych sekwencji odpowiedzi instrumentalnych. Obserwacja ta
jest w zgodzie z danymi elektrochemicznymi, ktére wskazujg na to, ze fazowe uwalnianie
dopaminy w jadrze podtlezacym poprzedza rozpoczecie dziatan charakteryzujacych si¢
wysokim wigorem (Ko i Wanat, 2016). Zatem, zalezna od receptora NMDA aktywnos¢
neurondw dopaminergicznych reguluje proces inicjacji dziatania oraz wydatkowania
wysitku, odpowiadajac tym samym za aktywacyjny aspekt motywacji (Salamone i Correa,

2012; Salamone i in., 2016).
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Percepcyjne podejmowanie decyzji

Neurony noradrenergiczne miejsca sinawego reguluja proces nakierowania uwagi
1 przetwarzania informacji percepcyjnych. Majac to na uwadze przypuszczatem,
ze zaburzenie przekazywania sygnatu zaleznego od receptora NMDA w neuronach
noradrenergicznych bedzie mie¢ wptyw na zdolnos¢ do detekcji bodzcoéw przewidujacych
nagrode 1 wykonania wtasciwej reakcji, w oparciu o oceng ich znaczenia. Myszy ze szczepu
NR1PBHCre wykazaty normalng zdolnoéé do detekcji sygnatu przewidujacego mozliwosé
uzyskania nagrody (eksperyment 5). Niemniej, kiedy zwierzeta mialty dokona¢ rozréznienia
miedzy sygnalami wymagajagcymi odpowiednio wykonania lub powstrzymania si¢
od wykonania reakcji (eksperyment 6), wykazywaty one tendencj¢ do wykonania reakcji
niezaleznie od rodzaju prezentowanego bodzca. W konsekwencji prowadzito do wysokiej
ilosci btednych odpowiedzi, tj. falszywych alarmow. Efekt ten zaobserwowano zarowno
u zwierzat z mutacja, jak i zwierzat kontrolnych. Niezalezna od genotypu generalizacja
odpowiedzi byta zwigzana ze staba zdolno$cia do rozrézniania bodzcow wzrokowo-
stuchowych, stanowigcych skltadowa sygnalu go i1 mno-go. Wczesniejsze badania
wykorzystujgce taki sam uktad eksperymentalny wykazaty, ze jest to charakterystyczne dla
szczepu C57BL/6 stanowigcego tlo genetyczne myszy NRI1PBHC™ (Gubner i in., 2010).
Majac powyzsze na uwadze, ocena wplywu mutacji na podejmowanie decyzji
percepcyjnych w teScie go/no-go nie byta do konca mozliwa. Niezaleznie od wptywu
mutacji na podejmowanie decyzji o wykonaniu dzialania w oparciu o ocen¢ sygnatu,
u myszy z mutacjg zaobserwowano wzrost przedwczesnych odpowiedzi. Mogto to oznaczac,
ze zwierzeta z mutacjg charakteryzowaty si¢ wickszym poziomem pobudzenia lub wigksza

motywacja do wykonania reakcji nakierowanej na zdobycie nagrody.

Adaptacja do nieoczekiwanych zmian w otoczeniu

1PBHCre 7bhadano rowniez w tescie, w ktorym decyzje

Myszy ze szczepu NR
percepcyjne oparte byly o wykorzystanie zmystéw zapachu i dotyku (eksperyment 7).
W tescie tym myszy z mutacjg szybciej adaptowaty si¢ do nieoczekiwanego odwrocenia
znaczenia pomi¢dzy bodZzcami przewidujacymi nagrode (faza CDR) oraz zmiany reguty
rzadzacej testem (faza EDS), popetniajac przy tym mniej bledow. Efekt ten jest zgodny
z obserwacjami wskazujagcymi na to, ze wzbudzenie aktywnosci neurondéw

noradrenergicznych oraz nasilenie przekazywania sygnatu zaleznego od receptorow
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noradrenergicznych w korze przedczotowej ma kluczowe znaczenie dla przerzutnosci uwagi
1 elastyczno$ci poznawczej (Lapitz i Morilak, 2006, Tait i in., 2007, Janitzky i in., 2015).
Wynik ten sugeruje rowniez, ze myszy z mutacja mogly szybciej adaptowaé si¢
do niespodziewanych zmian w strukturze zadania. Potwierdzeniem tej interpretacji jest
obserwacja, ze myszy z mutacja czg¢sciej dokonywaly korzystnego wyboru w tescie uczenia
si¢ z losowym wzmocnieniem (eksperyment 8), a wigc zapewne szybciej rozpoznawaty
nieoczekiwane zmiany prawdopodobienstwa uzyskania nagrody. Obserwacje te sg zgodne
z koncepcja mowiaca o tym, ze aktywno$¢ neurondéw noradrenergicznych miejsca sinawego
sygnalizuje nieoczekiwane zmiany w otoczeniu, a tym samym usprawnia proces uczenia si¢
1 podejmowania decyzji o wyborze kierunku dziatania, w dynamicznie zmieniajagcym si¢

srodowisku (Bouret i Sara, 2005; Yu i Dayan, 2005).

W eksperymencie 8 zaobserwowano réwniez, ze myszy z mutacja byly bardziej
sklonne powtarza¢ poprzednio nagrodzone wybory. Zatem mutacja nie tylko zwigkszala
zdolnos¢ do adaptacji do zmieniajacych si¢ wymagan otoczenia, ale réwniez przesuwala
strategi¢ dokonywania wyboru w kierunku eksploatacji czesciej nagradzanego schematu
dziatania. Obserwacja ta wydaje si¢ by¢ zgodna z teoria, zgodnie z ktora aktywnos$¢
neurondw miejsca sinawego reguluje réwnowage pomiedzy eksploatacja znanych
schematoéw dziatania, a eksploracjag nowych potencjalnie bardziej korzystnych alternatyw
(Aston-Jones i Cohen, 2005). W mysl tej teorii, epizodom eksploatacji towarzyszy wzrost,
a epizodom eksploracji spadek aktywno$ci fazowej neuronéw noradrenergicznych.
O ile teoria ta powstata w oparciu o wyniki badan, w ktoérych stosowano testy wymagajace
dokonania percepcyjnej oceny bodzcow, pdzniejsze doswiadczenia wykazaty,
ze jej zalozenia mozna roéwniez uogo6lni¢ w odniesieniu do testow uczenia si¢

z losowym wzmocnieniem (Jepma i Nieuwenhuis, 2011).

Obserwacja, ze zwierzeta pozbawione receptorow NMDA uczestniczacych
w regulacji aktywno$¢ neurondéw noradrenergicznych charakteryzuja si¢ poprawa
wykonania w testach wymagajacych elastyczno$ci poznawczej jest do§¢ nieoczekiwana.
Pomocnym  wyjasnieniu  tego zjawiska sg pomiary aktywnos$ci neuronow
noradrenergicznych wykonane u tych zwierzat (Cieslak i in., 2017). W badaniach tych,
podczas rejestracji spontanicznej aktywnos$ci, u myszy z mutacjg zaobserwowano zmiang
w kierunku zwigkszonej czestotliwos$ci wytadowan neurondw noradrenergicznych miejsca
sinawego. Ponadto, u zwierzat z mutacja obserwowano znamiennie wigkszg proporcje

neurondw charakteryzujacych si¢ fazowym trybem aktywnos$ci. Mozliwym jest,
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ze jest to wynik kompensacji zwigzanej ze wzrostem ilo$ci receptorow AMPA,
ktore rowniez reguluja aktywno$¢ neurondw noradrenergicznych. Podobne zjawisko
obserwowano takze u zwierzat z konstytutywnym wariantem mutacji w neuronach
dopaminergicznych (Engblom i in., 2008; Zweifel i in., 2008). A zatem, neurony
noradrenergiczne myszy z mutacja ze szczepu NR1PBHC® charakteryzujg sie zwiekszong
czestotliwoscig wyladowan 1 wigkszg szansg wystgpienia fazowego trybu aktywnosci.
Moze to tlumaczy¢ dlaczego mutacja u tych zwierzat wywiera pozytywny wplyw

na te aspekty zachowania, ktore zalezg od aktywnosci fazowej miejsca sinawego.

Podsumowanie i wnioski

Uzyskane w ramach niniejszej rozprawy wyniki wskazuja na to, ze przekazywanie
sygnatu zalezne od receptorow dla glutaminianu w uktadach katecholaminowych mézgu

ma istotne znaczenie dla regulacji adaptacyjnego podejmowania decyz;ji.

Zaburzenie przekazywania sygnalu zaleznego od receptorow NMDA i mGluRS
w ukladzie dopaminowym prowadzi do nieprawidlowosci w zakresie uczenia si¢
ze wzmocnieniem oraz procesOw motywacyjnych decydujacych o szybkosci podjecia
dziatania i jego wigorze. Zaburzenia motywacji 1 wrazliwo$ci na dzialanie nagrod stanowia
czesto gldéwng 0§ objawodw towarzyszacych chorobom psychicznym takim jak depresja,
schizofrenia czy uzaleznienia. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wysungé
przypuszczenie, ze mechanizmem lezacym u podtoza powstawania tych objawow moga by¢
zaburzenia w transmisji glutaminianergicznej, zwigzanej z generowaniem aktywnosci
fazowej neuronéw  dopaminergicznych 1 modulacja plastyczno$ci  neurondéw
dopaminoceptywnych. Oddziatywania farmakoterapeutyczne nakierowane na przywrocenie
réwnowagi w zakresie przekazywania sygnatu zaleznego od receptorow dla glutaminianu

w uktadzie dopaminowym mogtyby stanowic¢ potencjalny cel terapii zaburzen psychicznych.

Uzyskane wyniki wykazaty rowniez, ze zalezna od glutaminianu aktywnos$ci ukladu
noradrenergicznego reguluje adaptacje do zmieniajacych si¢ wymagan otoczenia.
Oddziatywania farmakoterapeutyczne nakierowane na zwickszenie aktywnosci fazowej
neuronéw noradrenergicznych mogltyby sprzyja¢ poprawie funkcji wykonawczych,

zwlaszcza przerzutnosci uwagi i elastyczno$ci poznawcze;j.
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Kluczowym aspektem adaptacji do dynamicznie zmieniajgcego si¢ sSrodowiska jest
umiejetnos¢ wybierania najkorzystniejszych kierunkéw dziatania. Istotng role w tym
procesie odgrywaja uklady katecholaminowe — dopaminowy 1 noradrenergiczny.
Dopaminergiczne neurony $rédmozgowia wraz z gldownym celem ich projekeji,
dopaminoceptywnymi neuronami prgzkowia regulujg mechanizm uczenia si¢
ze wzmocnieniem 1 motywacje¢ do poszukiwania nagrod. Z kolei noradrenergiczne neurony
miejsca sinawego reguluja mechanizm percepcyjnego podejmowania  decyzji
1 elastycznosci poznawczej. Aktywnos¢ 1 plastycznos¢ tych uktadow jest w znacznej mierze
zalezna od pobudzajacej transmisji glutaminianergicznej. W szczegdlnosci istotne sa
receptory N-metylo-D-asparginowe (NMDA), ktére odpowiadaja za regulacje aktywnos$¢
fazowej neuronoéw katecholaminergicznych. Receptory NMDA, podobnie jak i receptory
metabotropowe mGIuRS, petnig rowniez istotng role w regulacji plastycznos$ci neuronow
dopaminoceptywnych prazkowia. W niniejszej pracy stawiam hipotezg, ze zaburzenie
przekazywania sygnatu zaleznego od tych receptorow w uktadach katecholaminowych
moézgu, moze by¢ przyczyng sztywnosci zachowania oraz zmniejszonej wrazliwosci na

dziatanie nagrod.

Aby zweryfikowa¢ tg hipoteze, wykorzystalem zwierzgta modyfikowane
genetycznie  pozbawione  funkcjonalnych  receptorow NMDA w  neuronach

1DATCreERT2 i NRlDBHCre) oraz myszy

dopaminergicznych i noradrenergicznych (myszy NR
pozbawione receptoréow NMDA 1 mGluRS w neuronach posiadajagcych receptor
dopaminowy D1 (myszy NR1PICERT2 § mGlyRSPIKD). Zwierzeta badane byly w testach,
w ktorych optymalny poziom wykonania zalezal od dostosowania dokonywanych wyborow
do nieoczekiwanych zmian prawdopodobienstwa oraz wartosci nagrody, zmian rodzaju
bodzca przewidujacego nagrod¢ czy zmiany zasad jej uzyskania. Wykorzystanie zwierzat
transgenicznych oraz szeregu metod behawioralnych, pozwolito mi w sposob bezposredni
zbadac¢ jak zaburzenie przekazywania sygnalu zaleznego od konkretnych typow receptorow

dla glutaminianu w uktadach katecholaminowych wplywa na rézne aspekty adaptacyjnego

dokonywania wyboru.
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W pierwszej czgsci rozprawy dotyczacej uktadu dopaminowego wykazatem,
ze inaktywacja receptorow NMDA w neuronach dopaminergicznych i receptorow mGIluR5
w neuronach D1 zmniejszata prawdopodobienstwo wyboru czgsciej nagradzanej opcji oraz
zmniejszala szanse¢ na powtorzenia poprzednio nagrodzonego dziatania. Co wigcej,
zwierzgta pozbawione receptoréw NMDA w neuronach dopaminergicznych i receptorow
mGIuRS w neuronach D1 potrzebowaly wigcej czasu na podjecie decyzji o dokonaniu
wyboru. Ponadto, zaobserwowatem, ze zalezne od receptora NMDA przekazywanie sygnatu
w neuronach dopaminergicznych ma istotne znaczenie dla procesu przypisania wartosci
motywacyjnej bodzcom skojarzonym z nagroda oraz regulacji motywacji do zaangazowania
si¢ w wykonanie zadania (wigoru dziatania i poniesienia wysokiego kosztu uzyskania

nagrody).

W drugiej czes$ci rozprawy dotyczacej uktadu noradrenergicznego wykazatem,
ze usunigcie receptorow NMDA z neurondw noradrenergicznych zwicksza sprawnosc
przerzucania uwagi miedzy roznymi aspektami otoczenia. Ponadto, zaobserwowatem,
ze mutacja w neuronach noradrenergicznych sprzyjala dokonywaniu adaptacyjnych
wyborow w warunkach dynamicznie zmieniajacego si¢ prawdopodobienstwa uzyskania
nagrody i1 przesuwala strategi¢ podejmowania decyzji w kierunku eksploatacji nagradzanego
dziatania (co prawdopodobnie zwigzane jest z kompensacyjnym wzrostem przekazywania

sygnatu zaleznego od receptorow AMPA).

Podsumowujac, w ramach niniejszej rozprawy wykazatem, ze przekazywanie
sygnatu zalezne od receptorow dla glutaminianu w uktadach katecholaminowych moézgu
reguluje proces adaptacyjnego podejmowania decyzji, motywacje oraz elastyczno$¢
poznawcza. Oznacza to, ze zaburzenia w transmisji glutaminianergicznej w uktadzie
dopaminowym i noradrenergicznym moga przyczynia¢ si¢ do wystepowania

nieadaptacyjnych zachowan, czesto obserwowanych w zaburzeniach psychicznych.
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Abstract

The ability to select the most advantageous actions in dynamically changing
environment is the key aspect of adaptive behavior. Catecholamine systems, including
dopamine (DA) and noradrenaline (NA), play a crucial role in this process.
Midbrain DA neurons along with the major target of their projections, dopaminoceptive
neurons in striatum, regulate reinforcement learning and motivation, while NA neurons of
the locus coeruleus regulate perceptual decision making and cognitive flexibility.
The activity and plasticity in catecholaminergic systems are largely dependent on excitatory
glutamatergic transmission. Glutamatergic inputs activate N-methyl-D-aspartate (NMDA)
receptors and drive the phasic activity in catecholaminergic neurons. Moreover, NMDA
and metabotropic glutamate 5 (mGIluRS) receptors are crucial for the induction
of plasticity in dopaminoceptive striatal medium spiny neurons. In this dissertation
I hypothesized that impaired glutamate-dependent signaling in brain’s catecholaminergic

systems may be a cause of the cognitive inflexibility and reduced reward sensitivity.

To test this hypothesis, I have used genetically modified mice with cell-type specific
ablation of NMDA receptors in DA and NA neurons (NR 1PATCERT2 a5 q NR 1 PBHC® strains),
and mice with ablation of NMDA and mGIuR5 receptors in D1 receptor-expressing neurons
(NR1PICERT2 and mGIuRSP!XP strains). Animals were tested in a range of behavioral
paradigms in which optimal performance was dependent upon adapting choices to changes
in reward contingency. The use of transgenic animals and combination of behavioral
methods, allowed me to directly test how targeted loss of glutamate receptor-dependent

signaling in catecholaminergic systems affects certain aspects of adaptive choice behavior.

In the first part of the dissertation, I show that inactivation of NMDA receptors
in DA neurons and loss of mGIuRS receptors in DI expressing neurons reduced
the probability of selecting the more often rewarded alternative and lowered the likelihood
of repeating the previously rewarded choice. Moreover, animals with targeted loss
of NMDA receptors in DA neurons or mGIluRS receptors in D1 neurons were significantly
slower to perform choices. In addition, I find that NMDA receptor-dependent signaling

in DA neurons was crucial for the attribution of incentive motivational value
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to reward-paired stimuli and regulation of motivated behavior by controlling the initiation

vigor and the amount of effort exerted.

In the second part, I show that ablation of NMDA receptors in NA neurons facilitated
attentional-set shifting. Moreover, I have observed that mutation in NA neurons increased
the likelihood of selecting more often rewarded alternative under conditions of dynamically
changing probability of reward delivery and shifted decision-making strategy towards
exploitation of rewarded choices (possibly due to compensatory increase in AMPA receptor-

dependent signaling).

In conclusion, I find that glutamate signaling in brain’s catecholaminergic systems
regulate adaptive decision-making, motivation and cognitive flexibility. This indicates that
aberrant glutamate signaling in DA or NA systems may contribute to maladaptive behaviors,

that are particularly often observed in mental disorders.
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Wykaz skrotow

AMPA, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionate —
a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-
1zoksazolopropionian

AMY, amygdala — cialo migdatowate
BG, basal ganglia — jadra podstawne

BLA, basolateral amygdala — cz¢$¢
podstawno-boczna ciata migdatowatego

BOLD, blood oxygenation level
dependent — sygnal zalezny od poziomu
natlenienia krwi

CPu, caudate-putamen —
jadro ogoniaste i skorupa

D1R, DI dopamine receptor —
receptor dopaminowy D1

DA, dopamine — dopamina

DAT, dopamine active transporter —
transporter dopaminy

DBH, dopamine beta—hydroxylase —
B-hydroksylaza dopaminy

EPSC, excitatory postsynaptic current —
pobudzajacy prad postsynaptyczny

GABA, gamma-aminobutyric acid —
kwas Y-aminomastowy

GLU, glutamate — glutaminian

GPe, external globus pallidus —
cze$¢ zewnetrzna galtki bladej

GPi, internal globus pallidus —
cze$¢ wewnetrzna galtki bladej

HIP, hippocampus — hipokamp
LC, locus coeruleus — miejsce sinawe

LDT, laterodorsal tegmental nucleus —
jadro grzbietowo-boczne nakrywki mostu

LTD, long-term depression —
dhugotrwate oslabienie synaptyczne

LTP, long-term potentiation —
dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne

mGIluRS, metabotropic glutamate
receptor 5 — metabotropowy receptor dla
glutaminianu mGIluRS

mPFC, medial prefrontal cortex —
przysrodkowa czes$¢ kory przedczotowej

MSNs, medium spiny neurons —
neurony $rednie kolczyste

NA, noradrenaline — noradrenalina

NAc, nucleus accumbens —
jadro potlezace

NMDA, N-methyl-D-aspartate —
N-metylo-D-asparaginian

TH, tyrosine hydroxylase —
enzym hydroksylaza tyrozynowa
THA, thalamus — wzgbrze

PFC, prefrontal cortex —
kora przedczotowa

PGi, nucleus paragigantocelluralis —
jadro przyolbrzymiokomorkowe

PPT, pedunculopontine tegmental
nucleus — jadro konarowo-mostowe
nakrywki mostu

RMT, rostromedial tegmental nucleus —
jadro brzuszno-przysrodkowe nakrywki

SNec, substantia nigra pars compacta —
cz¢$¢ zbita istoty czarnej

SNr, substantia nigra pars reticulata —
cz¢$¢ siatkowata istoty czarnej

STN, subthalamic nucleus —
jadro niskowzgorzowe

VP, ventral pallidum —
brzuszna cze¢s$¢ gatki bladej

VTA, ventral tegmental area —
pole brzuszne nakrywki
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Tabela statystyczna

Tabela 5. Zestawienie wynikow analiz stat

Rycina/Tabela Zmienna zalezna Czynnik
Rycina 3A P wyboru cze¢sciej nagradzanej strony genotyp X sesja Fis168= 1.9, p = 0.0298
genotyp Fi2=11.5 p=0.0054
sesja Fia16s=17.15, p <0.0001
Rycina 3B P wyboru czgsciej nagradzanej strony genotyp X sesja Fi4210=1.49,p=0.1180
genotyp Fi,15=12.62, p =0.0029
sesja F14,21() =20.69, p< 0.0001
Rycina 3C P wyboru cze¢sciej nagradzanej strony genotyp X sesja Fi4,182=0.53, p=0.9103
genotyp Fi,13=1.79, p=0.2034
sesja Fi4182=19.17, p <0.0001
Rycina 4A wrazliwos$¢ na wzmocnienie (a) genotyp tiz=1.57,p=0.1424
Tabela 3 tendencyjnos$¢ wyboru (b) genotyp ti2=0.13, p =0.8954
Rycina 4B wrazliwo$¢ na wzmocnienie (@) genotyp tis =4.58, p = 0.0004
Tabela 3 tendencyjnos¢ wyboru (b) genotyp tis=1.54, p=0.1449
Rycina 4C wrazliwo$¢ na wzmocnienie (a) genotyp ti3=1.6,p=0.1331
Tabela 3 tendencyjnos$¢ wyboru (b) genotyp ti3=1.67,p=0.1132
Rycina 5A P wyboru wygrana-pozostan genotyp t12=4.06,p =0.0016
P wyboru przegrana-zmien genotyp t12=0.71, p = 0.4917
Rycina 5B P wyboru wygrana-pozostan genotyp tis=3.16, p = 0.0065
P wyboru przegrana-zmien genotyp tis=1.68, p=0.1139
Rycina 5C P wyboru wygrana-pozostan genotyp t13=1.72,p=0.1091
P wyboru przegrana-zmien genotyp ti3=1.89, p=0.0815
Rycina 6A ‘+’ wspotczynnik regresji dla proby -1 genotyp ti2 =4.43, p=0.0008
Rycina 6B ‘+’ wspotczynnik regresji dla proby -1 genotyp t15=2.9,p=0,0110
Rycina 6C ‘+> wspotczynnik regresji dla proby -1 genotyp ti3=1.93, p=0,0757
Rycina 7A czas dokonania wyboru genotyp X proba Fi19,1428= 0.9, p = 0.7764
genotyp Fi,12=34.89, p <0.0001
pr(’)ba F119,1428 = 1.07,p =0.2910
Rycina 7B czas dokonania wyboru genotyp x proba  Fii91785 = 1.52, p = 0.0004
genotyp Fi,15=18.37, p = 0.0006
pr(’)ba F119,1785 = 1.58,p =0.0001
Rycina 7C czas dokonania wyboru genotyp X proba  Fii9,1547=0.93, p = 0.6885
genotyp Fi,13=1.45, p=0.2499
pr(’)ba Fii9,1547= 3.16,p <0.0001
Rycina 7D czas dokonania wyboru genotyp x wynik Fi24=6.15,p=0.0205
genotyp Fi24=44.66, p <0.0001
wynik Fi124=40.23, p <0.0001
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TABELA STATYSTYCZNA

Rycina/Tabela

Zmienna zalezna

Czynnik

Rycina 7E czas dokonania wyboru genotyp x wynik Fi30=15.04, p =0.0323
genotyp Fi30=23.37, p <0.0001
wynik Fi30=139.21, p <0.0001
Rycina 7F czas dokonania wyboru genotyp x wynik Fi26=0.23, p=0.6347
genotyp Fi26=1.70, p = 0.2043
wynik Fi26=14.08, p =0.0009
Rycina 8A czas pobrania nagrody genotyp tn=43,p=0.0010
Rycina 8B czas pobrania nagrody genotyp tis=3.24, p = 0.0055
Rycina 8C czas pobrania nagrody genotyp ti3=0.42, p = 0.6840
Rycina 9B % wyboru duzej nagrody genotyp x P F333=0.85, p =0.4753
genotyp Fi,11<0.01, p=0.9831
P F3,33 = 39.53,]) <0.0001
Rycina 9C % wyboru duzej nagrody genotyp x P F345=0.15,p=0.9275
genotyp Fi,15=0.67, p =0.4250
P F345=109.92, p <0.0001
Rycina 9D % wyboru duzej nagrody genotyp x P F336=1.77,p = 0.1706
genotyp F1,12 = 1.39, pP= 0.2614
P F336=109.92, p <0.0001
Rycina 10A czas dokonania wyboru genotyp X P F333=3.11, p=0.0396
(wymuszonego) genotyp Fi,11=67.02, p <0.0001
P F333=0.97, p=0.4193
Rycina 10B czas dokonania wyboru genotyp x P Fs45=1.42, p = 0.2486
(wymuszonego) genotyp Fi,15=21.96, p =0.0003
P F345=15.40, p = 0.0029
Rycina 10C czas dokonania wyboru genotyp X P F336=0.71, p = 0.5533
(wymuszonego) genotyp Fi1,12=0.53, p=0.4815
P F336 =8.94, p = 0.0001
Rycina 10D czas dokonania wyboru genotyp x P Fs33=1.81,p=0.1642
(wolnego) genotyp Fi,11=42.73, p <0.001
P F3,33 :0.66,p:0.5816
Rycina 10E czas dokonania wyboru genotyp X P F345=0.10, p = 0.9605
(wolnego) genotyp Fi15=9.14, p=0.0085
P F3,45:6.11,p:0.0014
Rycina 10F czas dokonania wyboru genotyp x P F336=2.61, p = 0.0665
(wolnego) genotyp Fi,12=0.88, p =0.3673
P F336=9.09, p = 0.0001
Rycina 11B ilos¢ wizyt w podajniku (kontrola) bodziec x sesja Fi0220=4.13, p <0.0001
bodziec Fi2=15.59, p =0.0007
sesja F10,220 = 2.07,p =0.0278
ilo$¢ wizyt w podajniku (mutant) bodziec x sesja F10220=0.76, p = 0.6701
bodziec Fi12=22.86, p <0.0001
sesja F10,220 = 2.73,]) =0.0035
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Rycina/Tabela Zmienna zalezna Czynnik
Rycina 11B ilo$¢ wizyt w podajniku (CS+) genotyp X sesja Fi0.220 = 3.60, p = 0.0002
genotyp Fi2,=3.75, p =0.0658
sesja F10,220 = 1.61,]) =0.1049
ilo$¢ wizyt w podajniku (CS-) genotyp X sesja Fi0220=1.07, p =0.3860
genotyp Fi2=2.18, p=0.1541
sesja F10220 =4.19, p <0.0001
Rycina 11C ilo$¢ wizyt w podajniku (kontrola) bodziec x sesja Fi0220 = 3.28, p = 0.0006
bodziec Fi2=6.40,p=0.0190
sesja Fi0220 = 5.70,]) < 0.0001
ilo$¢ wizyt w podajniku (mutant) bodziec x sesja Fio220=1.23, p =0.2755
bodziec Fi2=3.19,p=0.0879
sesja Fi0220=11.40, p <0.0001
ilos¢ wizyt w podajniku (CS+) genotyp x sesja Fi02200=1.47, p=0.1528
genotyp Fi120=0.49, p = 0.4906
sesja F10,220 =26.99, p < 0.0001
ilo$¢ wizyt w podajniku (CS-) genotyp X sesja F10220=0.82,p=0.6128
genotyp Fi2,=1.08, p =0.3095
sesja F10,220 = 2.13,]) =0.0236
Rycina 11D ilo$¢ wizyt w podajniku genotyp X sesja Fi0220=2.71, p =0.0037
genotyp Fi12,=0.74,p =0.3989
sesja Fi0.200 = 15.65, p < 0.0001
Rycina 11E czas do pierwszej wizyty (CS+) genotyp X sesja F10220=0.77, p = 0.6613
genotyp Fi2:=0.96, p =0.3369
sesja F10,220 =12.21, p< 0.0001
Rycina 11F ilo$¢ odpowiedzi (CS+ vs CS-) genotyp x bodziec Fi14=0.55p=0.4645
genotyp Fi142=7.34,p=0.0097
bodziec Fi4=7.11,p=0.0109
Rycina 12B czas zakonczenia zadania genotyp th=1.11,p=0.2902
Rycina 12C ilo$¢ odpowiedzi genotyp tn=3.02,p=0.0117
Rycina 12D osiagnigte kryterium genotyp tn=3.07,p=0.0107
Rycina 12E ilos¢ uzyskanych nagrod genotyp tin=3.63, p=0.0039
Rycina 12F ilo$¢ wizyt w podajniku genotyp tin=10.64,p=0.5374
Rycina 12G czas pobrania nagrody genotyp tn=2.17,p=0.0524
Rycina 13B liczba ciagow genotyp x proba F713=1.06, p =0.438
genotyp F1,13=10.09, p =0.760
proba F713=21.79, p <0.001
Rycina 13C czas trwania proby genotyp x proba F711=3.92, p=0.021
genotyp Fi0=12.23, p=0.006
proba F7,1=17.05, p <0.001
Rycina 13D czas inicjacji genotyp x proba F728=2.65, p =0.030
genotyp Fi,12=17.25,p=0.001
proba Fr28=4.22,p=0.003
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Rycina/Tabela Zmienna zalezna Czynnik Wynik
Rycina 13E ilo$¢ powtorzen genotyp X proba F710=3.32, p=0.039
genotyp Fi,11=2.68, p=0.130
proba F7,10=83.05, p <0.001
Rycina 13F odstep czasu pomigdzy ciagami genotyp x proba F7,10=2.98, p=0.054
genotyp Fi,14=10.65, p = 0.005
proba F710=3.65,p=10.029
Rycina 14B proporcja trafien genotyp X sesja F476 =0.42, p = 0.7930
genotyp Fi,10=0.76, p = 0.3941
sesja F476=1.58, p=0.1877
czas reakcji genotyp tio=1.19, p = 0.2490
Rycina 14C ilo$¢ resetow okresu oczekiwania genotyp tio=10.99, p =0.3356
Rycina 14D ilo$¢ przedwczesnych odpowiedzi genotyp tio=10.63, p =0.5386
Rycina 15B proporcja trafien genotyp X sesja Fo171=1.68, p =0.0976
genotyp Fi,190=10.02, p =0.9037
sesja F9,171 = 2.86,p =0.0036
czas reakcji genotyp tio=0.21, p = 0.8388
Rycina 15C proporcja falszywych alarmow genotyp X sesja Fo,171=0.58, p = 0.8105
genotyp Fi,10=0.73, p = 0.4027
sesja Fo,171=4.97, p <0.0001
czas reakcji genotyp tiv=0.17, p = 0.8675
Rycina 15D czutos¢ (d) genotyp tio=2.28, p=0.0343
Rycina 15E ilo$¢ resetdow okresu oczekiwania genotyp tiv=2.6,p=0.0177
Rycina 15F ilo$¢ przedwcezesnych odpowiedzi genotyp ti9=2.23, p =0.0381
Rycina 16B ilo$¢ prob do kryterium genotyp x faza Fs,100=1.62,p=0.1223
genotyp Fi24=11.36, p=0.0025
faza Fg,lgz =10.18, p< 0.0001
Rycina 16C ilos¢ btedow do kryterium genotyp x faza Fg190=1.81, p=0.0773
genotyp Fi24=14.01,p=0.0010
faza Fs,100="7.79, p <0.0001
Rycina 16D czas ukonczenia fazy genotyp x faza Fs,192=0.53, p =0.8306
genotyp Fi24=0.18, p=0.6717
faza Fg.100 = 7,p <0.0001
Rycina 18A P wyboru czgsciej nagradzanej strony genotyp X sesja Fi4210=1.56, p = 0.0929
genotyp Fi,15=2.98, p=0.1046
sesja Fiap10=13.16, p <0.0001
Rycina 18B ilo§¢ pominigé¢ genotyp t15=10.58, p=0.5715
Rycina 18C czas dokonania wyboru genotyp tis=1.32, p=0.2058
Rycina 18D czas pobrania nagrody genotyp ti5=0.79, p = 0.4431
Rycina 19 wrazliwo$¢ na wzmocnienie (@) genotyp tis=1.84, p=0.0863
Tabela 4 tendencyjnos$¢ wyboru (b) genotyp tis=0.75, p = 0.4651
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Rycina/Tabela

Rycina 20A

Zmienna zalezna

P wyboru wygrana-pozostan

Czynnik

genotyp X sesja

genotyp
sesja

Wynik

F14,21() = 1.3,]) = 0.2068
F1,15 = 3.77,p = 0.0711
F14,21() =13.73, p< 0.0001

Rycina 20B

P wyboru przegrana-pozostan

genotyp X sesja

genotyp
sesja

F14,210 = 1.06,p =0.3960
Fi,15=3.45, p=0.0830
Fi4210=5.45, p <0.0001

Rycina 20C

P wyboru wygrana-zmien

genotyp X sesja

genotyp
sesja

F14,210 = 1.41,]) = 0.1511
Fi,15=3.36, p = 0.0867
Fia010= 9.67,]) < 0.0001

Rycina 20D

P wyboru przegrana-zmien

genotyp X sesja

genotyp
sesja

Fia210=1.03, p =0.4284
Fi15=0.69, p=0.4193
Fi4210= 0.8, p=0.6664

Rycina 20E

P wyboru strategii

genotyp X strategia

genotyp
strategia

F3,6() = 4.56, pP= 0.0061
Fieo=0,p=1
F3,60 = 79.39,]) < 0.0001
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