VYBRANE METODY VE
VYZKUMU CHOVANI

Jan Svoboda



VZTAH MEZI VYZKUMEM PAMETI A CHOVANIM

* Mnohalroviovy vyzkum paméti
* Chovani jedince — prirozené, v behav. testech
* Chovani neuronalni sité — LFP, PET, fMRI, EEG
* Chovani neuronu — extra-, intra-celularné

* Deéje na synapsi — napr. LTP

* Sledovani korelaci mezi jednotlivymi Uurovnémi
 Korelace ale nemusi znamenat kauzalitu

* Tu Ize zjistit kontrolovanymi zménami parametri a peclivou
volbou kontrolnich skupin/podminek




PREHLED BEHAVIORALNICH TESTU

Uzkost
* Otevrené pole,Vyvysené krizové bludisté, Kruhové bludisté, Test svétlo-tma
Pozornost
* Prepulzni inhibice, Test reakéniho casu s péti vybéry
Pameét’
* Prostorova
* Radiilni bludisté, + a Y bludisté, Morrisovo vodni bludisté, Bludisté Barnesové
* Objektova
* Rozpoznani nového objektu
* Socialni
* Trikomorovy test
» Strachova
* Strachové podminovani

* Operantni podminovani

* Touch screen aparatury



TESTY UZKOSTI




TESTY UZKOSTI
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TESTY POZORNOSTI
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TESTY POZORNOSTI
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PAMETOVE TESTY - APETITIVNI

radialni bludiste

Y bludistée




PAMETOVE TESTY - AVERZIVNI




PAMETOVE TESTY - AVERZIVNI

bludisté Barnesové




PAMETOVE TESTY - EXPLORACNI
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PAMETOVE TESTY - EXPLORACNI




PAMETOVE TESTY - APETITIVNI

VEED.IO

Bangasser et al, 2017



FLEXIBILITA PAMETI

casto oznacovana jako behavioralni ¢i kognitivni flexibilita
kdyz nauceny behavioralni vzorec nevede ke kyzenému vysledku
definice: adaptivni zména v chovani zvirete v reakci na zménu kontingence podnétu a posileni (reinforcer)
2 procesy
* potlaceni staré odpovedi
* nalezeni nového reseni
mezi flexibilitu patri i pouha extinkce — vyhasinani odpovédi, kdyz neni posilovana
2 typy flexibility
* preucovani (reversal)

* zména pozornostnich sett (attentional set-shifting)




KOGNITIVNI FLEXIBILITA

Preucovani (reversal)

* pluvodné neodménovany podnét (objekt, misto, cinnost) se stava odménovany
e A+ A B— B+

& &

* Ppri asociativnim uceni se vytvari vazba pozornosti s asociovanym podnétem, ostatni podnéty byvaji potlaceny.
Proto se pri preucovani mizeme setkat s témito jevy:
* Blokovani (blocking): A — A+, AB — AB+, B — zadna asociace
* Prehlizeni (overshadowing): AB — AB+ , mensi asociace pro B nez pri B — B+
* Latentni inhibice: A — A; hure se pak uciA — A+



KOGNITIVNI FLEXIBILITA

Zména pozornostnich setu (set-shifting)

*  Wisconsinsky test trideni karet

* odmeéna se po urcité dobé poji s odlisnym pozornostnim setem
* testuje tedy schopnost prekonat pozornostni set

* pozornostni sety se zpravidla vyskytuji v riznych ,,dimenzich*

*  Wisconsinské tridéni karet ma tri dimenze

* pozornostni set je typem mentalniho setu
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MENTALNI SETY

naucené kognitivni vzorce, které ovliviuji nasledné cilené chovani (Cili zpUsob, jak selektivné vnimame realitu;
jak si ji ucelové redukujeme)
soucast uceni zalozeného na modelu (model-based learning)

vytvareni reprezentaci prostredi, ocekdvani, predikci

mentalni sety nam do jisté miry brani ve flexibilni zméné chovani
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KOGNITIVNI FLEXIBILITA

* standardizovany soubor kognitivnich testi Cambridge Neuropsychological Test Automated Battery
(CANTAB)

* intradimensional/extradimensional task (ID/ED test) — obsahuje reversal i set-shifting; uzptisobeny pro lidské
subjekty a pro primaty

* analog pro hlodavce — pozornostni set-shifting uloha (ASST) dle Birrell a Brown (2000)
* odmeéna zahrabana v misce
* dva sety podnétl (2 smyslové modality/dimenze)

* vuné (bazalka, citron, serik...)

* hrabaci médium (piliny, vata, papir...)




rozliSovani (discrimination) relevantni irelevantni odménovana neodménovana
dimenze dimenze kombinace kombinace
Vi V2

jednoduché vliné
slozené vliné médium VI/MI V2/M2
VI/M2 V2/MI
reversal | vlné médium V2/MI VI/MI
V2/MI VI/M2
zména v ramci dimenze (intra- vliné médium V3/M3 V4/M3
dimensional shift) V3/M4 V4/M4
reversal 2 vliné médium V4/M3 V3/M3
V4/M4 V3/M4
zména mimo dimenzi (extra- médium vlné M5/V5 M6/V5
dimensional shift) M5/Vé M6/Vé
reversal 3 médium vlné Mé6/V5 M5/V5

Mé6/V5 M5/Vé




NEUROANATOMIE BEHAVIORALNI FLEXIBILITY

set-shifting

reversal

DI/2 mPFC

mediodorzalni
thalamus

potlaceni

o strategii
Ventralni 8

tegmentum —

dopaminergni filtrovani nerelevantnich podnétt
neurony

mesoaccumbalni draha




STRACHOVE PODMINOVANI

habituace uceni test
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STRACHOVE PODMINOVANI - MANIPULACE S ENGRAMEM

* taggovani engramovych neuronu — oznaceni neuron, které jsou aktivni béhem vytvareni strahové vzpominky
* vyuziti exprese raného genu c-fos
* pod jeho promotorem muze byt exprimovana napr. fluorescenéni barvicka

 a/nebo napf.archeorhodopsin, coz je svétlocivny kanal (protonova pumpa), jehoz aktivace zpUsobi
hyperpolarizaci neuronu

* svétlem pak dokazeme engram vypnout
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STRACHOVE PODMINOVANI - MANIPULACE S ENGRAMEM

* taggovani engramovych neuronu — oznaceni neuron, které jsou aktivni béhem vytvareni strahové vzpominky
* vyuziti exprese raného genu c-fos

* pod jeho promotorem muze byt exprimovana napr. fluorescenéni barvicka

 a/nebo napf. channelrhodopsin2, coz je svétlocivny kanal, jehoz aktivace zpUsobi depolarizaci neuronu

« svétlem pak dokazeme engram aktivovat a vyvolat ve zvifeti vzpominku i mimo puvodni kontext
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STRACHOVE PODMINOVANI - MANIPULACE S ENGRAMEM

(anTREi ChR2-EYFPJITR)

Liu et al 2012

AAV

training

dentate gyrus

Transgenni mys s genem pro tetracyklin-aktivator (tTA)
pod promotorem c-fos.

Injekce adeno-asociovaného viru, ktery nese gen pro
tetracyclin-response element (TRE), Channelrhodopsin 2
(ChR2) a zluty fluorescencni protein (EYFP); vir
transfekuje vsechny neurony v gyrus dentatus

Doxycyklin pritomen — inhibuje expresi tTA — inhibice
exprese ChR2 + EYFP

Doxycyklin neni pritomen — exprese tTA v c-fos

aktivovanych neuronech — vazba na TRE umozni expresi
ChR2 + EYFP

Strachové podminovani vyvola aktivitu cca 2-4%

granularnich neuronu v gyrus dentatus — exprese c-fos —
exprese ChR2 + EYFP

Ve vysledku nesou vsechny neurony aktivované béhem
podminovani Channelrhodopsin 2 (ChR2) a zluty
fluorescencni protein (EYFP)




STRACHOVE PODMINOVANI - MANIPULACE S ENGRAMEM
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Pri habituaci nema stimulace modrym svétlem zadny efekt

Zvire si vytvori strachovou vzpominku v kontextu B, ktera se ale neprenese do kontextu A

Stimulace modrym svétlem ale otevire ChR2 kanal, dojde k aktivaci neuronu a tedy vybaveni strachové vzpominky i v
kontextu A



STRACHOVE PODMINOVANI - MANIPULACE S ENGRAMEM
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 Pri habituaci nema stimulace modrym svétlem zadny efekt

» Zvire si vytvori strachovou vzpominku v kontextu B, ktera se ale neprenese do kontextu A

¢ Stimulace modrym svétlem ale otevire ChR2 kanal, dojde k aktivaci neuronu a tedy vybaveni strachové vzpominky i v
kontextu A



STRACHOVE PODMINOVANI - MANIPULACE S ENGRAMEM
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» Zavér: Dokazeme uméle reaktivovat vzpominku, aniz bychom zvire vystavili pavodnimu kontextu
...aneb ,,rozsvitilo se mi* zde dostava v souvislosti s paméti novy rozmer...



STRACHOVE PODMINOVANI - MANIPULACE S ENGRAMEM

* reaktivace engramu neutralni vzpominky v kontextu averzivni udalosti muze vést k implementaci ,,falesné
pameéti

Context A
Context A

Freezing

Context B

Training
|
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Context C Context A engram

No freezing
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ON CAMPUS AND AROUND THE WORLD < SUBSCRIBE

Scientists Trace Memories of Things
Neuroscientists plant false memories in the brain
MIT study also pinpoints where the brain stores memory traces, both false That Never Happened

and authentic.

Anne Trafton, MIT News Office
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Scientists give mice false memories

By Elizabeth Landau, CHMN
updated 3:36 PM EDT, Thu July 25, 2013
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Creating a False Memory in the Hippocampus

SCIENCE - 26Jul 2013 - Vol 341,1ssue 6144 - pp.387-391 - DOl 10.1126/science. 1239073




STRACHOVE PODMINOVANI - MANIPULACE S ENGRAMEM

* Transgenni mys s genem pro tetracyklin-aktivator (tTA) pod promotorem
(TR EB> [TR) c-fos.
AAV

* Injekce adeno-asociovaného viru, ktery nese gen pro tetracyclin-response
element, Channelrhodopsin 2 (ChR2) a cerveny fluorescencni protein
(mCherry); vir transfekuje vsechny neurony v gyrus dentatus

Ramirez et al 2013




STRACHOVE PODMINOVANI - MANIPULACE S ENGRAMEM

I 2 3 4 5 |. Zvire dostava doxycyklin — nedochazi
A (Label) B (Condition) A (Test) C (Test) k expresi ChR2
OnDox .  Offbox On Dox 2 2. Vysazen doxycyklin, zvire exploruje
Surgery & prostredi A — exprese ChR2 v c-fos
Recovery

aktivovanych neuronech

3. Opét nasazen doxycyklin; zvire
exploruje prostredi B, kde dostava
sok, za soucasné aktivace ChR2
modrym svétlem

4. Zjistuje se mira nehybnosti v
prostredi A
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5. Zjistuje se mira nehybnosti v
prostredi C, ve kterém zvire predtim

COO0T
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prostedi A prostredi B opétovna expozice prostredi C nlkd)’ nebylo
aktivuje neurony, aktivovuje jinou sit’ prostfedi A aktivovuje novou

které zainaji neuronu (Sedé), aktivovuje neurony sit’ neurond

exprimovat ChR2 svételna stimulace plvodni (Eervené) pavodni (bilé)

a mCherry aktivuje neurony

puvodni (Cervené) aktivni neurony



STRACHOVE PODMINOVANI - MANIPULACE S ENGRAMEM
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A A’ C

asociace se Sokem

umoznila vytvoreni

Pri opétovné expozici
prostredi A se

aktivovala pavodni sit),

nyni asociovana se
Sokem

V prostredi C se
aktivovala sit’ neuront
zcela nova

k

aktivni neurony

» Zaveér:Podarilo se vytvorit umélou vzpominku — zvire si vybavilo sok v prostredi, v némz sok nikdy nedostalo.
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