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Roviditések listaja

ADHD = figyelemhianyos hiperaktivitas-zavar
ASD = autizmus spektrum zavar

BA9 = Brodmann area 9

CB = calbindin

CR = calretinin

CRH = kortikotropin-releasing hormon

CTR = kontroll

DAB = 3,3-diaminobenzidin

DLPFC = dorzolateralis prefrontalis kortex
GABA = gamma-amino-vajsav

ip = immunpozitiv (+)

1PSC = indukalt pluripotens Ossejt

HRP = horseradish peroxidaze, torma-peroxidaz

PFA = paraformaldehid

PBS =, ,phosphate buffer saline”, foszfatpufferes sdoldat

PV = parvalbumin

PMI = post mortem id6 (a haldl beallta és a fixalas kozott eltelt id6 6raban mérve)

RNS = ribonukleinsav

SCH = skizofrénia/skizofrén

SMI 311 = neurofilamentum kozepes €és nehéz lanc antitest koktél

TBST = Tris-EDTA so6oldat Triton 100X detergenssel

TSA = Tyramide Signal Amplification

VIP = vazointesztinalis peptid



1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1. Az emberi agy

A tobb, mint szdzmilliard sejtbdl allo6 human agy (Azevedo és mtsai., 2009) az evolucio egyik
legkomplexebb terméke. Legnagyobb részét az agyveld (cerebrum) teszi ki. Szdvettanilag
kiils6 sziirkedllomanyra (agykéreg) és az alatta huzodd, axonok dus rosthdlozatabol allo
fehérallomanyra kiilonithetd. Az agykéregben is futnak kiilonféle idegrostkotegek (palyak),
melyek egyrészt az agykéreg egyes teriileteit kotik 6ssze (asszociacios palyak), masrészt a két
félteke kozt tartanak fenn szimmetrikus kapcsolatot (commissuralis palyak). Ezen kiviil az
agykéregben indulnak a leszallo motoros palyak és végzddnek a felszallo érz6 palyak, melyeket
egylitt projekcios palyaknak neveziink (Réthelyi és Szentdgothati, 2014). A cerebrum
anatémiailag von Economo munkassaga nyoman frontalis, parietalis, insularis, temporalis,
limbikus superior és inferior valamint occipitalis lebenyekre oszthatd (von Economo és
Koskinas, 1927), melyek mind-mind més funkciokkal fiiggnek 0ssze. Brodmann uttord
citoarchitektonikai megfigyelései soran a human agykérget eredetileg 44 ,,areara”, régiora
osztotta (Brodmann, 1909). Ezekrél azota szamos esetben kimutattak funkciondlis
kiilonbségeket is (Broca 1861, Tsuchida és Fellows 2009). Bar von Economo és Koskinas
1927-ben egy sokkal nagyobb felbontdsu atlaszt publikalt (von Economo és Koskinas, 1927),
mégis Brodmann munkéssaga ¢épiilt be szervesebben a tudomanyos koztudatba.
A human neocortex hat morfofunkciondlisan elkiiloniilé rétegbdl all (Brodmann, 1909),
szemben az 6sibb cerebralis régidkkal, amelyek 6t (allocortex) , illetve harom (paleocortex)
rétegbdl épiilnek fel. A legelterjedtebb modszer a rétegek azonositasara a Nissl altal kifejlesztett

krezil-ibolya alapt festés.

A felndtt human agykéreg legkiilso rétege (stratum moleculare) sejttestekben szegény. Dus
idegrost-haldzat szovi at, melyben elszortan tobbek kozt Cajal-Retzius és neurogliaform sejtek
talalhatéak (Ramon y Cajal 1904, Marin-Padilla 1990, Olah és mtsai 2007). A serkentd
piramissejtek jellegzetes ktip alakt sejtteste a Il rétegtdl a VI.-ig egyarant megtalalhato, de két
rétegben szemmel lathat6an stirtibben fordulnak eld: ez a II1. (stratum pyramidale externum) és
az V. (stratum pyramidale internum) réteg. A piramissejtek az agykéregnek kortilbeliil 70-80%-
at teszik ki, mig a fennmaradé ~20-30 % legnagyobb részét a gatlo interneuronok alkotjak (Rio
¢és DeFelipe 1993, Markram és mtsai 2004). A kérgi serkentd sejtek f6 neurotranszmittere a
glutamat. Méret ¢s morfoldgia tekintetében réteg szerinti valtozatossagot mutatnak, de k6zos

jellemzdjiik a stirtin tiiskézett, kitlintetett iranyultsaga apikalis dendrit (Andjelic és mtsai 2009,



Peters és Jones 1984). Az V. réteg piramissejtjeinek axonja lokais kollateralis 4gakra oszolhat,
de az axon f0aga a fehérallomanyba Iépve mas kérgi vagy kéreg alatti teriileteket céloz — ezért
nevezziik ezeket a sejteket projekcids vagy principalis neuronnak. A III. réteg sejtjei ezzel
szemben a stimulusok fogaddsaban és az asszocidcios kapcsolatok fenntartasdban vesz részt
(von Economo, 2009). A 11. (stratum granulosum externum) illetve a prefrontalis kéregben a
IV. réteg (stratum granulosum internum) elsésorban nem-piramidalis sejteknek ad otthont.
Ezek Ilehetnek a piramissejtekhez
hasonléan  serkentd, de lokalis
kapcsolatot fenntarté interneuronok
(IV. rétegi tiiskés csillagsejt; spiny
stellate neuron, Meyer és mtsai 1989,
Andjelic és mtsai 2009), vagy gatlo

interneuronok (kosarsejt, csillarse;t, Sziirke-

neurogliaform sejt, stb.) amelyek allomany
morfoldgidjukban és elektrofiziologiai
tulajdonsagaikban véltozatosak. Az
egymasra ¢puldé rétegek oszlopos

szervezOdést mutatnak, létrehozva az

agykéreg muiikodési egységeit, az Un.

Fehér-
minikolumnakat (1.  4bra). A allomany
minikolumnék makro- és " S
hiperkolumnékba szervezddnek, =

1. abra A kérgi kolumna sematikus abraja. (Kék sejtek:
tobbszintl kapcsolatrendszerben piramissejtek. Szines sejtek: interneuronok.)

mukodnek egyiitt a hierarchikus
informaciofeldolgozasban (Mountcastle 1957; Buldyrev és mtsai 2000, Opris és Casanova

2013).

1.2. A human prefrontalis kortex

A prefrontélis kortex a nagyagykéreg frontalis lebenyének eliilsé részét foglalja magaba, amely
emberi agy esetében a teljes frontalis lebenynek koriilbelil 2/3 részét jelenti. Rostralis,
orbitofrontalis, dorzolateralis, dorzomedialis, ventrolateralis ¢és ventromedialis régiokra

oszthatd, melyek koziil strukturalisan leginkabb a dorsolateralis (DLFPC), az orbitofrontalis



(OFPFC) ¢és a ventromedialis (VMPFC) kiilonithetd el. A prefrontalis kéreghez kotjik a
olyan tevékenységekben, mint pl. nyelvi megértés (Baddeley és Hitch 1974, Goldman-Rakic
1995, Finn és mtsai 2019), emellett a pszichét €s a viselkedés elemeinek legmagasabb szintii
hoztak Osszefiiggésbe, mint a dontéshozatal, célorientalt viselkedés (Domenech és Koechlin
2015), szelektiv figyelem, absztrakt informaciok értelmezése és tarolasa (Fuster és mtsai 1989),
illetve a viselkedés organizacioja és kontrollja (Miller és Cohen 2002, Szczepanski és Knight
2014, Arteaga és mtsai 2015). Integrald €s informacidszelekcios szerepét tdmasztja ald a magas
foku konnektivitds, amely mind kortikalis, mind a legtobb szubkortikélis agyteriilettel
kapcsolatban jellemzi (Barbas és mtsai 1991, Bates és Goldman-Rakic 1995, Jarbo és
Verstynen 2015, Haber és mtsai 2016). Funkciojat modellallatokon 1ézi6s kisérletekkel (Heuer
és Bachevalier 2013), embereken pedig pozitron emisszios tomografiaval (PET) és magneses
magrezonancia képalkot6 eljarassal (MRI) vizsgaljak (4brahams és mtsai 1996, Kahnt és mtsai
2011). Fontos kiemelni azonban az elmult évszazadban a traumdas agysériilésen vagy
lobotomian atesett foemldsokon és embereken végzett megfigyeléseket is, hiszen ezek
alapoztak meg az agyteriiletek funkcionalis feloszthatdsaganak koncepciojat. Ezek az esetek
kozvetlen informacidval szolgalnak a sériilt vagy eltavolitott agyteriiletek funkcionalis
szerepérol (Szczepanski és Knight 2014). Ilyen megfigyelések és kisérletek (Pochon és mtsai
2001, Koenigs és Grafman 2009) eredményei alapjan ma ugy gondoljuk, hogy a DLPFC fontos
szerepet tolt be a munkamemoria miikodésében (Jacobsen, 1935, Tsuchida és Fellows 2009),
a koncentracidban, a figyelem fenntartasdban (Chao és Knight, 1998), valamint az
ujdonsagkeresésben, motivacioban (Ferrier 1876, Daffner és mtsai 2000a). Hasonloképp a
VMPFC-rdl régota tudjuk, hogy szerepe van a beszéd 1étrehozasaban (Broca, 1861, Ries és
mtsai 2013), az OFPFC-nek pedig az érzelmi kontrollban ¢és a szocidlis viselkedés

flexibilitdsaban (Wallis 2012).

Emiatt a prefrontalis kéreg a neuropszichiatriai koérképek kutatasaban kiemelten vizsgalt
agyteriilet. Erintettnek bizonyult tobbek kozt az autizmus spektrum zavarban (Gilbert és mtsai
2008), skizofréniaban (Benes 1991), bipoléris zavarban (Oh és mtsai 2012), depresszidban
(Koenigs és Grafman 2009) és ADHD-ban (Halperin és mtsai 2006).



1.3. Interneuronok

A féemlds evolucio egyik legjellegzetesebb neuroanatomiai jelensége a prefrontélis kéreg
expanzioja (Condé és mtsai 1994). Az eddigi eredmények alapjan (Rio és Defelipe 1996,
Gabbott és mtsai 1996, Gabbott és mtsai 1997, Kawaguchi és Kubota 1997) az interneuronok
szdma nagyobb aranyban ndvekedett, mint a serkentd sejteké, ami jelentds funkcionalis
diverzifikalodassal jart (Hodge és mtsai 2019, Krienen és mtsai 2019). Rdadasul ez a ndvekedés
az egyes interneuron populacidokat nem azonos mértékben érintette. Tobb kutatas a calretinin
interneuronok szelektiv expanziojat talalta (Rio és Defelipe, 1996, DzZaja és mtsai 2014,
Hladnik és mtsai, 2014), ami azt sugallja, hogy ez a sejtpopuldcié kulcsfontossdgu lehet a

human kognicio létrejottében.

A kortikalis interneuronok altalaban gatlé aktivitasu, lokalis szabalyzé idegsejtek, melyeknek
f6 neurotranszmittere a gamma-amino-vajsav (GABA). Ezek a neuronok mas idegsejtek kozt
tartanak fenn kapcsolatot, vagyis a piramissejtekkel ellentétben axonjuk jellemzéen nem hagyja
el a kéregallomanyt (bar egy résziikr6l ugy tartjak, hogy hosszu tavl kortiko-kortikalis
kapcsolatokat is 1étesit (Tomioka és Rockland 2007)). Fontos feladatuk a serkentd sejtek
mitkddésének Osszehangolasa; amit az tesz lehetévé, hogy bar sokkal kisebb szamban vannak
jelen, mint a piramissejtek, egy interneuron akdr tobb szdz piramissejtet is beidegezhet (pl

csillarsejt (Freund és mtsai 1983, Somogyi és mtsai 1985, Tai és mtsai 2014).

Az interneuronok heterogén populacidja tobbféle szempont alapjan csoportosithatd, példaul
morfoldgiai, biokémiai, vagy elektrofiziologiai tulajdonsagaik, illetve a kimeneti szinapszisok
lokalizacioja alapjan (DeFelipe 1993, Freund és Buzsaki 1996, Cauli és mtsai 1997, Szabadics
és mtsai 2006). Ez utdbbi tulajdonsag tekintetében egyfajta niche-szegregacié figyelhetd meg:
egyes interneuronok kozvetleniil a piramissejtek sejttestén szinaptizalnak, egyesek az axon
inicidlis szegmentumon, mig masok a tavoli dendriteket célozzak, mas-mas fazisdban
szabalyozva a impulzusok haladasat. Az ujgeneracios szekvenalas forradalma oOta elterjedt
egysejt-szintli RNS-szekvendlas segitségével a sejtek génexpresszios profiljuk alapjan is
csoportosithatoak (Hodge és mtsai 2019, Velmeshev és mtsai 2019, Krienen és mtsai 2019,).
Fontos leszogezni, hogy a rendelkezésre allo szakirodalom dontd tobbsége ragesald adatokon
informacionk (Olah és mtsai 2007, Szegedi és mtsai 2016, Poorthuis és mtsai 2018). Biokémiai
alapon klasszikus modszernek szamit a f0 interneuron csoportok kalciumkotd-fehérje tipus

alapjan torténd elkiilonitése: a legfontosabb ilyen marker-fehérjék a parvalbumin (PV),



calbindin (CB) és calretinin (CR). Kutatasunkban mind klasszikus, mind modern mddszereket
otvoziink, igyekezve, hogy eredményeink Osszevethetdek legyenek az eddigi irodalmi

adatokkal, emellett kiaknazzak a technikai fejlédés nyujtotta lehetoségeket.
1.3.1. Calretinin immunpozitiv interneuronok

Szakdolgozatom fokuszaban az agykérgi calretinin-immunpozitiv (CR+) interneuronok allnak.
A calretinin egy troponin C szupercsaladba tartozo kalciumkotd fehérje, mely a szinaptikus
folyamatok szabalyzasaban és a szignaltranszdukcioban jatszik fontos szerepet, valamint
citoszolikus kalcium-pufferként fontos feladata az intracellularis kalciumszint szabalyzasa
(Barinka és mtsai 2010). Egér és makakod modellallatokon végzett kutatdsok alapjan a
prefrontalis kérgi CR+ interneuronok egy része mas interneuronokon szinaptizal, vagyis
dezinhibiciot hajt végre; gatlasoldassal kozvetett modon facilitdlja a serkentd sejtek miikodését
(Meskenaite 1997b, Meltchitzky és Lewis 2008, Caputi és mrsai 2009). Legnagyobb slirliségben
a II. — IIL. rétegben fordulnak el (Rio és DeFelipe 1996, Condé és mtsai 1994), ez a mintazat
evoluciosan konzervaltnak tlinik a ragcsald, majom és human eredményeket Osszevetve
(Barinka 2010). Morfologidjuk leggyakrabban bipolaris jellegli, orientaciojuk a kérgi
kolumnaban vertikalis, sejttestiik ovalis vagy orso alakd. Ritkdbban multipolaris horizontéalisan
orientalt sejtek is el6fordulnak (Condé és mtsai 1994, Gonchar és Burkhalter 1997, Barinka és
mtsai 2010, Zaitsev és mtsai 2005). Mivel tulajdonsagaik nem egységesek, feltételezhetd, hogy
a CR+ neuronok populacioja kiilonbozo alpopuléciokat tartalmaz. Ez a kérdés jol vizsgalhato
biokémiai tulajdonsagaik feltérképezésével (pl. egyes neuropeptidek koexpresszidja; Gabott és
Bacon 1997b, Cauli és mtsai 1997). Az Allen Brain Institute munkatarsai egy publikus
adatbazisban kozolték eddigi transzkriptomikai eredményeiket a human agykéreg tobb
agyteriiletérdl (Hodge és mtsai 2019). Ennek segitségével és korabbi eredmények alapjan
(Cauli és mtsai 1997) valasztottuk a vazointesztinalis peptidet (VIP) és a kortikotropin releasing
hormont (CRH), amelyekkel potencidlisan elkiilonithetdek a CR+ neuronok bizonyos

alpopulacioi. (2. abra).

NEURONALIS
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2. ébra. CR, VIP és CRH mRNS expresszids hotérképe. A GAD67 altalanos interneuron marker.(Allen Brain
Institute, https://celltypes.brain-map.org/rnaseq/human/cortex)



A human adatok alapjan a patkdny agykérgéhez hasonldan a legtobb CR+ sejt egyben VIP+
(Kubota és Hattori 1994, Gabbott és Bacon 1997, Cauli és mtsai 1997), mig az egér
agykérgében a CR+ neuronoknak mintegy 30%-a VIP- (Perrenoud és mtsai, 2013). A CRH a
humén neocortexben a patkannyal és egérrel ellentétben (Gallopin és mtsai 2005, Kubota és
mtsai 2011) a CR+ neuronok nagy részében kifejezddik, de egyes alcsoportokban a

transzkriptomikus adatok alapjan nem (2. dbra).

A kordbban emlitett evolucios trend €s az excitatoros/inhibitoros tedria nyoman az elmult
évtizedekben egyre tobb kutatas célozta az egyes interneuron populdciok érintettségének
feltarasat neuropszichiatriai zavarokban, melyek eredményeit Gsszevetve egyre biztosabbnak

tlinik az interneuron diszfunkci6 jelensége ezekben a korallapotokban (Marin, 2012).
1.3.2. SMI 311+ neuronok

Az SMI 311 olyan neurondlis marker-koktél, amely a neuronokra jellemzd neurofilamentum
nehéz (NEFH) és kozepes (NEFM) lancat jeloli. Nem specifikus markere a serkentd
populécionak, de a kutatas idején tudomasunk szerint nem allt rendelkezésre ennél jobb,
forgalomban elérhetd ,,altalanos™ excitatoros marker. Az SMI 32 vagy NF200 markert (melyek
csak a neurofilamentum nehéz lancat jelolik) mas kutatdsokban is hasznaltdk mar piramisse;jt
markerként (Law és Harrison 2003, Miguel-Hidalgo 2005). A legujabb, publikusan elérhetd
human egysejtszintii transzkriptomikus adatok szerint (Hodge és mtsai 2019) a kdzepes lancot

is jelold SMI 311 koktéllal atfogobb képet kaphatunk a kérgi piramissejtekrol.
1.4. Neuropszichiatriai zavarok. A skizofrénia.

A mentélis problémdk vilagszerte hatalmas terhet ronak a tarsadalomra. Kialakulasuk
hatterében genetikai és kornyezeti faktorok bonyolult 6sszjatéka all (Ripke és mtsai 2014). Az
egyes korképek genetikai hattere kozt gyakran atfedés van (pl. autizmus spektrum zavar és
skizofrénia kozott; Rapoport és mtsai 2009). Annak ellenére, hogy a koroki tényezokkel
kapcsolatban mar jelentds szakirodalmi informacidval rendelkeziink, mechanizmusuk és
neuropatoldgiai hatteriik a mai napig nagyrészt ismeretlen. Ennek hidnydban pedig a célzott
gyogyszerfejlesztés is gyakorlatilag stagnal (Moghaddam és Javitt 2019). Szamos,
allatmodellbdl szarmazo igéretes eredményt nehéz emberre extrapolalni, figyelembe véve
példaul, hogy a prefrontalis kortex egyes teriileteinek nincs egyértelmii homolog régidja
ragcsalokban (Perelman és mtsai, 2011). A post-mortem humén kutatdsok lehetdséget
nyUjtanak az egyes korallapotok molekularis szintl felderitésére és biomarkereik felfedezésére

(Wang és mtsai 2016, Velmeshev és mtsai 2019). A lehetséges - €és valoszinii - fejlodéstani

9



rendellenességeket pedig indukalt pluripotens Ossejt (iPSC) tenyészetekkel és iPSC-eredetii
organoid modellekkel érdemes vizsgalni (Takahashi és Yamanaka 2006, Nicholas és mtsai
2013, Stachowiak és mtsai 2017). Mindent 0sszevetve bizonyos, hogy a neuropszichiatriai
zavarok kialakulasdnak megértéséhez rendszer-szemléletli, multidiszciplinaris megkdzelités

sziikséges.

A skizofrénia heterogén, sulyos neuropszichiatriai zavar, mely jelentds terhet 16 mind az érintett
paciensre és hozzatartozoira, mind a tarsadalomra. Prevalenciajat igen nehéz becsiilni, nem
utolsdsorban a gyakori anozogndzia (a betegségtudat hianya) és a felmérések alapjaul szolgald
nagy mennyiségli adat heterogenitdsa miatt. A diagnézis felallitasa viselkedésteszteken alapul,
nincs objektiv klinikai biomarker. A legfrissebb metaanalizisek az egész ¢let soran valamely
ponton jelen 1évd skizofrénia prevalencidjat 0,4 — 0,86% kozé teszik (Saha és mtsai 2006,
Perala és mtsai 2007). Karakterisztikus tlinetei, melyeken a diagnodzis is alapul: pszichodzis
(delizidk, hallucinacidk jelentkezése), dezorganizalt beszéd és gondolkodas, inkoherens, furcsa
mozgéas vagy katatonikus allapot. Emellett gyakran negativ tlinetek jelentkeznek (pl.
antiszocialitas, anhedonia, érzelemmentes beszéd, szotlansag). Az els6 epizdd jellemzden 16 és
30 év kozt jelentkezik (férfiak esetében 16 — 25 év, ndk esetében 18 — 30 év). Korai tiinetei
lehetnek a tiirelmetlenség, irritabilitas, alvasproblémak, szocidlis visszahizodas és izolacio,
azonban ezeket gyerek-és tinédzserkorban nehéz skizoid tiinetként észlelni, hiszen az
egeészséges serdiilokorban is eléfordulnak. Egészen a legutdbbi, 6todik kiadasig, a DSM
(Diagnostic and Statistic Manual of Mental Disorders) a skizofrénianak 5 alcsoportjat
kiilonitette el tiinetek alapjan: paranoid, dezorganizalt, katatonikus, rezidualis és definialatlan
tipus. Azonban az altipusok kozt dinamikus atfedés volt jellemzd, ami jelentésen nehezitette a
diagnozist és a terapiat. A tiinetek alapjan kategorizalt paciensek gyakran hirtelen
viselkedésvaltozast mutattak, és mas altipushoz ,,tartoz¢” tiineteket manifesztaltak. Emiatt a
legujabb kiadas elhagyta a kategdridkat és spektrumbetegségként kezeli a skizofréniat. Ez mind
a tiinetek valtozatossagara és valtozékonysagara, mind maga a korallapot sulyossagéara nézve is
indokolt. A skizofrénia kialakuldsaban mind genetikai, mind kornyezeti faktorok szerepet
jatszanak, melyek egymassal interakcioban is allnak (Sullivan és mtsai 2012). Heritabilitasa
magas, a forrasok 0,64 ¢és 0,81 kozé teszik (Falk és mtsai 2016, Lichtenstein és mtsai 2000,
Sullivan és mtsai 2012). GWAS ¢és RNS-szekvenalasos kisérletekbdl szdmos kockéazati gént
ismeriink, melyek valosziniileg egymassal komplex interakcioban allva fejtik ki hatdsukat sok

mas, még ismeretlen gén és faktor mellett (Ripke és mtsai 2014, Fromer és mtsai 2014).

crer
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még nem ismerjik. A két legszélesebb korben elfogadott €s alatdmasztott elmélet a dopaminerg
¢s a glutamaterg elmélet, egy jabb pedig az interneuron elmélet. A klasszikusnak szamito
dopaminerg elmélet a hallucinaciokat, deluziokat a dopaminerg rendszer hiperszenzitivitasaval
magyardzza (Wong és mtsai 1986, Cassidy és mtsai 2018). Az elmélet azon alapul, hogy a
legtobb antipszichotikumként bevalt gyogyszer dopamin D2 receptor antagonista (és egyes
esetekben agonista) hatassal bir (Santoro és mtsai 2014, Rampino és mtsai 2019). Azonban meg
kell jegyezni, hogy ezek az anyagok sok esetben tobb mds neurotranszmitter jelatviteli
utvonaléara is hatassal lehetnek (pl. szerotonin). A dopamin jeldtviteli rendszer abnormalis
és mtsai 2018, Rossler és mtsai 2020). A glutamaterg elmélet azon a megfigyelésen alapul,
hogy a glutamat receptor antagonista szerek skizofrénia-szeri tlineteket keltenek egészséges
kontroll alanyokban (Javitt és mtsai 1987, Javitt és Zukin 1991), és 1ényegében a glutamaterg
neurotranszmisszio atfogo szerepét veti fel skizofrénidban. Ezt a hipotézist szamos ragcsalo €s
féemlds kutatds eredménye is tamogatja (Kitzinger és Arnold 1949, Weickert és mtsai 2013,
Javitt 2010), melyek bizonyos glutamat receptorokat érintettnek talaltak (NMDA receptor
hipofunkcio). Ennek kapcsan a human gyogyszerfejlesztés lehetdségét is komolyan felvetették
(Pei és mtsai 2019). Tobb kutatds vizsgalta a piramissejteket, mint a glutamaterg
neurotranszmisszi6 agykérgi foszerepldit, am denzitasuk valtozatlannak bizonyult skizofrén
esetek agykérgében (Akbarian és mtsai 1995). Korai munkdk abnormalisan magas 0ssz-
neurondenzitast figyeltek meg a DLPFC teriiletén (Selemon és mtsai 1995), azonban az
eredmények azt sugalltdk, hogy nem a sejtek, hanem a sejtk6zotti alllomany (neuropil)
2001), amelyek nem talaltdk az Ossz-neurondenzitds novekedését skizofrénidban. Szadmos
kutatas a kéregvastagsag ¢s a szinaptikus denzitas csokkenését mutatta ki skizofrénidban, mely
a neuropil redukciés elmélettel parhuzamba allithaté (Feinberg 1989, Yan és mtsai 2019,
Onwordi és mtsai 2020). A dopaminerg, glutamaterg és interneuron elméletek mar kialakult
patologias allapotokat vesznek alapul és korrelaltatjak a skizofrénia kiilonféle tlineteivel. Az
oki tényez0 azonban valdsziniileg — az autizmus spektrum zavarhoz és az ADHD-hoz hasonldan
— az embrionalis fejlédés soran végbemend rendellenességekben keresendd (Owen és mtsai

2011, Birnbaum és Weinberger 2017).

A GABAerg neuronok kulcsszerepe skizofrénidban szinte biztos (Fung és mtsai 2010, Marin
2012), de részleteiben ismeretlen. Ahhoz, hogy ezt megérthessiik, eldszor az egészséges

serkentd/gatlo rendszer mitkodését kell elemeiben megismerniink. Eddig egy munkacsoport irta
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le a parvalbumin tartalmu sejtek denzitasanak csokkenését skizofrénidban (Beasley és Reynolds
1997, Reynolds és Beasley 2001, Reynolds és mtsai 2002, Beasley és mtsai 2002), és bar ezt
tobb fliggetlen negativ eredményli megfigyelés is kovette (Woo és mtsai 1997, Cotter és mtsai
2002, Tooney és mtsai 2004), az eredmény mégis beépiilt a tudomanyos koztudatba. Egy friss
metaanalizis szerint a jelenség valoban relevans lehet a skizofrénia patomechanizmusaban
(Kaar és mtsai, 2019), de erre vonatkozolag jelenleg nincs elegendd humén bizonyiték. Az
elmult harminc évben nem alakult ki végleges konszenzus az egyes interneuron csoportok
érintettségérol. A calbindin interneuronok denzitdsanak novekedését (Daviss és Lewis 1995,
Cotter ¢s mtsai 2002) és csOkkenését (Beasley és mtsai 2002) is leirtdk. Az eddigi
immnhisztokémiai tanulmanyok a CR+ interneuronok denzitdsat nem talaltak megvaltozottnak
skizofrénidban a DLPFC teriiletén (Daviss és Lewis 1995, Reynolds és Beasley 2001, Beasley
és mtsai 2002, Tooney és mtsai 2004 Hashimoto és mtsai 2003, Oh és mtsai 2012). Azonban a
betegség fenotipusos és molekularis heterogenitasa (Bowen és mtsai 2019), valamint a CR+
interneuronok evoluciobiologiai jelentdsége (Dzaja és mtsai 2014, Hladnik és mtsai 2014)

egylitt indokoljak a kérdés ujravizsgalasat.
1.5. Célkituzés, kérdések

Szakdolgozatom célja a kortikalis calretinin-immunpozitiv interneuronok és az SMI 311

crer

teriletén skizofréniaban immunhisztokémiai modszerrel. Emellett szeretném bemutatni
eldzetes in situ RNS-hibridizacios (RNA-scope) eredményeinket a CR+ sejtpopulécio VIP-és

CRH mRNS expresszio6 alapjan elkiilonithetd alcsoportjainak feltérképezésérol.

Hosszi tdvon célunk atfogd képet alkotni a humdén prefrontalis kéreg interneuronalis

Osszetételérdl és skizofrénidban fellépd mRNS-¢s fehérje szintii valtozasairol.
Kutatési kérdéseink:

Kiilonbozik-e a CR+ neuronpopuldcio denzitasa a DLPFC teriiletén kontroll és skizofrén

alanyok kozott?

Kiilonbozik-e a SMI 311+ neuronpopuldacio denzitasa a DLPFC teriiletén kontroll és skizofrén

alanyok kozott?
El tudjuk-e kiiloniteni a CR+ neuronok egyes altipusait az mRNS expresszio alapjan?

Megallapithato-e, hogy mely potencidlis altipus lehet érintett skizofréniaban?
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2. Anyag és modszer
2.1. Alanyok

A kutatashoz felhasznalt agyszovetet a Holland Agybank (The Netherlands Brain Bank,
Amszterdam) biztositotta. A donor paciensek még életiilkben irdasos beleegyezésiiket adtak
agyuk kutatasi célra torténd felhasznalasara. A kutatasi projekt az Egészségiigyi Tudoményos

Tanacs Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaganak engedélyével folyik (45102-2/2016/EKU).

Kisérletlinkben 6 skizofrén alanybol szarmazo6 minta szerepelt a DLPFC teriiletérdl, melyek a
DSM III és DSM 1V (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 3rd and 4th edition
— A mentélis betegségek diagnosztikai és staisztikai tmutatdja, 3. és 4. kiadas) kritériumai
alapjan voltak diagnosztizalva. A korban- és nemben egyezd kontroll agymintdk olyan
alanyokbol szarmaztak, melyek kortorténetében nem szerepelt neuropszichiatriai

zavar/mentalis betegség (1. tabldzat)

1.tablazat. CTR és SCH mintdk f6 demografiai adatai

Azonosito Diagnozis Kor Nem PMI Halal oka Régio Medikacio Ideje
(h) (év)

S12/071 Kontroll 57 N6 7 Urothelium BA9 - 0
karcinéma,
eutanazia

S10/196  Kontroll 60 N6 8 Vérmérgezés BA9 - 0

S12/059  Kontroll 78 N6 5 Tidogyulladas BA9 - 0

S11/096 Kontroll 70 NO6 6 Tiid6 karcinbma BA9 - 0

S11/081 Kontroll 55  Férfi 8 Nyeldcsorak, BA9  Tipikus* 0,16*
eutanazia

S12/002 Kontroll 55  Feérfi 7 A. mes. sup BA9 - 0
trombdzis

S05/161 Skizofrén 66  NO 11 Hasnyalmirigy @ BA9 T+A 30
karcindma

S10/158 Skizofrén 64  Férfi 19 Tiidéembolia BA9 T 2

S10/360 Skizofréen 79 N6 5 Szivelégtelenség BA9 A 40

S12/031 Skizofrén 55 N6 10 Ongyilkossig BA9 T+A 10

S04/021 Skizofrén 92 N6 8 Tiid6égyulladas  BA9  T+A 50

S10/049 Skizofrén 59  Férfi 13 Koronaria BA9 - 0
elégtelenség

*Tipikus antipszichotikum alkalmazdsa euthanazia elotti 1 honapban (palliativ szedacio).
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2.2. Immunhisztokémia

A PFA-fixalt, paraffinba dgyazott agyszovet blokkokbdl 6 mikrométer vastagsagl koronalis
metszeteket készitettiink (Leica mikrotom), a kész metszeteket UltraFrost targylemezre

szaritottuk szobahOmeérsékleten.

Az immunhisztokémiai festést megeldzden leszalld alkoholsorban deparaffinaltuk a
metszeteket. Uveg kiivettaban eldszor 2 x 5 percig xilolban, majd 1-1 percig abszolt, 96%-os,
70%-0s és 50%-os alkoholban alltak a metszetek. A deparaffinalast kovetden az endogén
peroxiddz reaktivitas minimalizaldsanak érdekében hidrogén-peroxid oldatban inkubaltuk a
metszeteket, (20°, 3%-os toménységli H20», foszfat puffer sdoldatban oldva, pH = 7,4), ezutan
citrat pufferben (0,01 M, pH = 6,0) torténd autokladvos kezelést alkalmaztunk antigénfeltaro
Iépésként (10°, 121 °C).

Az immunhisztokémiai jeloléshez a kdvetkezd primer antitesteket hasznaltuk: anti-calretinin
(nyul, 1:300, Chemicon, AB5054) és SMI 311 (egér, 1:500, BioLegend, 837801), 0,05%
Triton™ X-100 detergenssel kevert (pH = 7,4) Tris-pufferes sooldatban oldva. A primer
antitestekkel 1 oran keresztiil inkubéaltuk a metszeteket. TBST-s mosast kovetden torma-
peroxidazhoz kapcsolt szekunder antitest keriilt a metszetekre ujabb 1 6ran keresztiil (Envision
Kit, Dako, K-5007).

A jeldléseket enzimatikus titon, DAB segitségével hivtuk elé (Envision Kit, Dako, K-5007). A
DAB szubsztrat ¢s DAB kromogén aranya 50:1, inkubacios ideje 90 masodperc/metszet. A
DAB ebben a kornyezetben a torma-peroxiddz enzim szubsztratjaként funkcional. Oxidacioja
sordn barna csapadékot képezve lathatova teszi az antitestekkel jelolt képleteket.

Az immunhisztokémiai kisérletekhez a Sequenza System targylemez befogodit és tartoit
hasznaltuk (Thermo Scientific, 72110017, 73310017). A DAB-os el6hivas utan desztillalt
vizzel allitottuk le a reakciot, majd a metszeteken haematoxylin-os magfestést alkalmaztunk
(20 mésodperc). Ezutan a metszeteket felszallo alkoholsorban (mely a leszalld alkoholsor
higitasaival megegyezik, csak sorrendje forditott) viztelenitettiik, végiil DePeX feddanyaggal
lefedtiik Oket.

Minden immunhisztokémiai festés soran hasznaltunk negativ kontrollt, melyre a primer antitest

nem kertilt fel. Ezek esetében nem tapasztaltunk specifikus jelolodést.

14



2.3. Fluoreszcens in situ RNS-hibridizaciéo (RNA-scope technika)

A kisérletek zagrabi kollaboratoraink segitségével torténtek (Zagrabi Egyetem,
Orvostudomanyi Kar, Horvat Agykutatasi Intézet), amelyek elvégzésében szakmai
tanulmanyit keretében magam is részt vettem. Az elkésziilt metszeteket Budapesten
digitalizéltam és elemeztem. Az in situ RNS-hibridizaciés probanal a 1épések kozti mosashoz

RN-4z mentes vizzel késziilt PBS-t hasznaltunk.
2.3.1. El6kezelés

Els6ként a fentebb leirt modon leszallo alkoholsorban deparaffinaltuk a metszeteket, majd 3 x
10 perc PBS-es mosas utan 10 percig inkubdltuk a metszeteket 3%-os H>O: oldatban,
szobahdmérsékleten. Ezt 3 x 10 perc mosas utan a masodik, antigén feltarasi elokezeld 1épés
kovette, melynek soran melegitdlapon inkubaltuk a metszeteket vizben oldott Target Retrieval
reagensekkel fedve (RN Ascope Fluorescent Multiplex Reagent Kit, Pretreatment Kit, ACDBio,
320850). A metszeteket 10 percig tartottuk 100 fokon, majd 3 x 5 perc PBS-es mosas és 2 x 2
perc abszolut alkoholos mosas utan hagytuk dket szobahdmérsékleten szaradni. Szaradas utan
a targylemezen Immedge™ hidrofob tollal korbehataroltuk a szovetet. A hidrofob barriert 40
percig hagytuk szaradni szobahdmérsékleten. Szaradas utdn a harmadik el6kezelési 1épés soran
Protease plus reagenssel inkubaltuk a metszeteket 30 percig 40 fokon (RNAscope Fluorescent
Multplex Reagent Kit, Pretreatment Kit, ACDBio, 320850), specialis termosztatban (HybEZ
hybridization oven, Advanced Cell Diagnostics, Hayward, CA), amely megbizhatoan tartja a

homérsékletet. Ezt 3 x 5 perc PBS-es mosas kovette.
2.3.2. Hibridizacio

A target mRNS komplementer szekvencidit tartalmazd hibridizacidos probaelegyet a
protokollnak megfeleléen hasznalat elétt 10 percig 40 fokon inkubaltuk, majd hiilés utan
feltoltottiik az eleggyel a tdrgyemez hidrofob anyaggal hatarolt részeit. A kisérletben két mRNS
probat alkalmaztunk: human kortikotropin-releasing hormon (CRH, ACDBio, 475211, C1) és
human vazointesztinalis peptid (VIP, ACDBio, 452751-C2, C2) ellen. A protokoll felépitése
miatt az egyik proba (C1) mar gyarilag higitva érkezik. A masikat (C2) 1:50 aranyban kell
higitani a C1 oldataban, tehat ennek megfeleléen jartunk el. A hibridizacios probaelegy
felhelyezése utan a targylemezeket tijra a 40 fokos termosztatba helyeztiik, ahol 2 6ran keresztiil

inkubaltuk dket. Az id6 letelte utan 2 perces PBS-es mosast alkalmaztunk.
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2.3.3. Amplifikacio, blokkolas és fluoreszcens jelolés

Az amplifikdlo és blokkold reagenseket (melyek készen rendelkezésre allnak a kitben) a
protokoll utasitasait kovetve joval hasznalat eldtt szobahOmérsékletre helyeztiik. A

tovabbiakban a moséashoz 0.05 % Tween 20 detergenssel kevert PBS-t hasznaltunk.

A hibridizacié utan hadrom, egymasra épiilé amplifikald 1épés kovetkezett, melynek soran az
elsd amplifikalo elegy a specifikus célproban 1€vé preamplifikald szekvencidval hibridizal
(30°), a kovetkezd az elsével (30°), a harmadik pedig a masodikkal (15), ezaltal erdteljesen
felerésitve a specifikus jelet. A 1épések kozt 2 perces mosast alkalmaztunk. Ez a target-
specifikus amplifikacio az RNA-scope technika (Wang és mtsai 2012) ujdonsaga és erdssége.

Az amplifikalo 1épések az el6zdekhez hasonldan 40 fokos termosztatban mentek végbe.

Az utols6 amplifikdldo 1épés alatt szobahOmérsékletre helyeztiik a hibridizalt probak
detektalasdhoz sziikséges torma-peroxiddz enzimet és a fluoreszcens festékanyagokat (HRP,
Cyanin 3, Cyanin 5; Perkin Elmer, TSA Plus Systems). A C1 és C2 mRNS probak eléhivasahoz
eldszor specifikus tormaperoxidaz oldatban inkubéltuk a metszeteket, (30’), majd a kitben
talalhato TSA Plus elegyben 1:50 aranyban oldott fluoroférban (TSA Plus, 30°), végiil 15 percig
HRP-blokkol6 szérumban. Ezek az inkubacids 1épések mind 40 fokos termosztatban torténtek,
elészor a C1 probara specifikusan, (C1-HRP, Cy5-TSA Plus, Blocking Reagent), majd a C2
probara specifikusan (C2-HRP, Cy3-TSA Plus, Blocking Reagent), a 1épések kozt 1 x 2 perces

mosassal. Ezek a 1épések biztositjak a specifikus jeldlés vizualizalasat.
2.3.4. RNAscope immunhisztokémia

A hibridizacids proba fluoreszcens jeldlését kovetden egyszeri immunhisztokémiai festést
végeztiink el a metszeteken. Alapos PBS-es mosast kovetden a metszeteket 20 percen keresztiil
0.3 %-os Tritonnal kevert PBS-ben oldott normal szamdr szérummal (NDS, 1:100, Sigma)
blokkoltuk, majd ugyanebben 1:2000 ardnyban oldott anti-calretinin primer antitestet
helyeztiink a metszetekre (nyul, 1:2000, Sigma AB5054 ) masnap reggelig, majd 3 x 10 perc
PBS-es mosas utan a PBS-ben higitott szekunder antitesttel inkubéltuk 6ket 2 o6ran keresztiil
(Alexa 488, 1:1000, Invitrogen). Ezt kovetéen az utols6 3 x 10 perc mosas utin a
targylemezeket lefedtiik DAPI magfestéket tartalmazd VectaShield fedéanyaggal (Vector
Laboratories, VectaShield® Hardset™ Antifade Mounting Medium with DAPI — (H-1500).
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2.4. Digitalis képelemzés, sejtszamlalas

Az immunhisztokémiai mddszerrel megfestett metszeteket metszetszkennerben digitalizaltuk
(Aperio ScanScope AT Turbo, Leica Biosystems) 20-szoros nagyitason. A kivalasztott régiokat
(~ 2x1 milliméteres, az 0Osszes réteget tartalmazd kérgi kolumnakat) az ImageScope
képfeldolgozd programban (Aperio, v11.2.0.780) jeloltiik ki. Alanyonként egy metszeten
kijelolt harom kolumnéaban manualis sejtszamlalas soran rogzitettiik minden specifikusan jelolt
sejt leghosszabb atmérdjét. A statisztikai analizishez a 3 kolumna atlagolt értékeit hasznaltuk
fel. A képeket random kodoltuk, igy a sejtszamlalast végzo kutatok nem tudtak, hogy az adott

metszet skizofrén vagy kontroll mintabol szarmazik-e.

A hibridizacios probaval jelolt metszeteket a Semmelweis Egyetem Anatomiai, Szovet-€s
Fejlédéstani Intézet konfokalis mikroszkopjaval (Zeiss LSM780) fényképeztem. A gerjeszto
l1ézereket a kovetkezo hullamhosszokon hasznaltam: : 493 — 552 nm (Alexa 488), 552 — 633 nm
(Cy3), 633 — 725 (CyS5). A sejtszdmolashoz 7x7-9x9 képkockas csempe (tile) scaneket

készitettem, a CR+CRH+VIP+ sejteket az Aperio ImageScope programban annotaltam.

2.5. Leiro statisztika, statisztikai analizis

A statisztikai analizist az R 3.6.2. szoftverrel végeztem. A leird statisztikat a ggplot csomaggal
készitettem. Az adatokra altalanos linearis kevert modellt (glmm) illesztettem (nlme csomag,
Ime fliggvény) random faktorral (ID), ahol a diagnoézis szubjektumok kozti, a kérgi réteg
szubjektumon beliili faktor volt. A célvaltozé a neurondenzitas, a magyarazd valtozok a
diagnozis €s a kérgi réteg szama voltak; interakciéjuk nem volt szignifikans, ezért a modellbdl
kivettem. A modelldiagnosztikai abran a reziduumok szérdsa nem volt homogén, ezért
logaritmizaltam a célvaltozot. Ezutdn mar elfogadhaté modelldiagnosztikat kaptam. A két
csoport kozt az egyes rétegek kozti kiilonbséget kontrasztmatrixokkal vizsgaltam (multcomp
csomag, glht fliggvény). Az neurondenzitas és a PMI illetve a kor kdzti potencidlis 0sszefiiggést
Pearson-féle korrelacio szamolasaval vizsgaltam, majd a p-értékeket Bonferroni mddszerrel

korrigaltam.
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3.  Eredmények

3.1.  Kérgi CR+ interneuronok vizsgalata immunhisztokémiai moédszerrel

3.1.1. Kérgi CR+ neuronok kvalitativ elemzése
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3. abra. Balrdl jobbra: kontroll alany DLPFC régigjabol szarmazo kérgi kolumna (A, 5x), ugyanezen
kolumna felso rétegei (B, 10x), és a jellegzetes morfologiakat bemutato sejtek. A II1. rétegben gyakori
volt a bipolaris (D, fekete nyil; F, piros nyil) morfologia, melyeknek egy része horizontalis orientaciot

mutatott(D, fekete nyil). A skala balrél jobbra haladva: 300 pm, 100 pm, 20 um.
A kérgi rétegek azonositdsdhoz az egyes esetek megfeleld Nissl-és SMI 311-festett metszeteit
hasznaltuk. Metszeteinken a szakirodalmi adatokkal megegyezden a II. és III. rétegekben
fordultak el legnagyobb mennyiségben a CR+ neuronok, a mélyebb rétegekben csak elvétve
voltak jelen (3. dbra). Szintén egyezik az irodalmi adatokkal, hogy igen gyakori volt a bipolaris
(3. abra, D - fekete, F) vagy kettds csokor jellegli morfologia (3. dbra, E), de eléfordult
multipolaris (4. dbra, kék nyil) is. A 4. abra a skizofrén csoporton beliil megfigyelt két

alcsoportot mutatja be: egy kontrollhoz hasonl6 CR+ denzitast mutatod, ép nyulvanyokkal

rendelkezd csoportot (4. dbra, A-F, N=3) ¢és egy csokkent CR+ denzitasu, redukalt vagy
kevésbé jel6l6doé nyulvanyu csoportot (4. abra, G-L, N=3).
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3.1.2. Kérgi CR+ interneuronok denzitasa

Kortikalis CR+ neuronok réteg szerinti eloszlasa
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Kérgi rétegek

5 4bra. Kérgi CR+ neuronok réteg szerinti denzitasértékeit mutaté scatterplot. Osszeségében a CTR és SCH
csoport értekei kozt egyik rétegben sem volt szignifikans eltérés.

A manualis sejtszamolds soran metszetenként 3 kérgi kolumnaban 6sszesen 2192 db pozitiv
sejtet mértiink. A kontroll mintak teljes kolumnara vonatkozé denzitasértéke 2185,28 + 318,52
sejt/cm? (atlag = SD), a skizofrén csoportban ez az érték 2178,56 + 685,99 sejt/cm? (atlag =
SD). A sejtszamolas eredményei alapjan lathatd, hogy mintdink esetében a CR+ neuronok a II.
rétegben fordultak el legnagyobb stirliségben (2. Tablazat). A sejtszamok és az egyes rétegek
teriiletének (cm?) elosztasaval kapott denzitds adatokra 4ltalanos linearis kevert modellt
illesztettem. A kontrollhoz képest a skizofrén diagnozisnak 5%-os szignifikanciaszint mellett
nem volt szignifikans hatasa (p = 0,2566), ¢és egyik réteg denzitasértékeiben sem kiillonbozott
szignifikansan a két csoport. Ezt a kérdést kontrasztmatrixok segitségével vizsgaltam. A leird
statisztika alapjan a II. réteg latszott leginkabb érintettnek (5. dbra), de ez sem volt szignifikans
(p = 0,229). Emogott részben az allhat, hogy a II. rétegben szemmel lathatéan 2 alcsoportra
oszlik a skizofrén csoport: az egyik a kontroll értékek tartomanyéba esik, a masik azonban joval
alacsonyabb értékekkel bir (5. abra, sarga kor). A kontroll tartomédnyba esd alcsoport atlagos
denzitasa a II. rétegben 10556,7 + 1508,5 (4tlag £ SD), ehhez képest a csokkent alcsoport
atlagos denzitdsa ebben 4712,9 + 467,5 (atlag + SD), ami t6bb, mint 50%-os kiilonbség. Erre a

megfigyelésre a diszkusszidban visszatérek.
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2.Tabldzat. CR+ neuronok réteg szerinti denzitasa a CTR és SCH csoportokban (atlag = SD,

neuron/cm?).
Kérgi réteg CTR SCH

L 1004,93 + 525,77 1438,23 + 755,43
1. 10385,82 + 1798,99 7634,828 +3353,39
ML 4735,97 + 1145,45 345499 + 1148,64
Iv. 1562,94 + 1413,74 1565,39 + 1558,55
V. 1225,92 + 333,39 907,55 + 465,13
VL 355,79 £ 166,77 239,33 + 183,25

3.2. Kérgi SMI 311+ neuronok vizsgalata immunhisztokémiai médszerrel

3.2.1. Kvalitativ elemzés

SCH

6.abra. Bal: kontroll alanybol szarmazo kérgi kolumna SMI 311 markerrel jelolve (A), mellette az egyes
rétegek nagyitott részleteivel (a-g). Jobb: skizofrén alanybdl szarmazo kérgi kolumna (B), mellette az egyes
rétegek nagyitott részleteivel (h-0). A skala a teljes kolumnak esetében 300 um, a nagyitott részleteken 50 pm.
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Az SMI 311 marker igen latvanyosan jeldlte a kérgi piramissejtek szomajat és nyalvanyait. A skizofrén

¢és kontroll csoportok kozt morfologiai, vagy szembetind mintazatbeli kiilonbséget nem talaltunk.

3.2.2. Kérgi SMI 311+ neuronok denzitasa
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7. abra. Kortikalis SMI 311+ neuronok rétegek szerinti denzitas értékeit mutato scatterplot.

A manualis sejtszamoléas soran dsszesen 41310 SMI 311+ neuront mértiink. Az SMI 311+

sejtpopulacid denzitdsdban a két diagnosztikai csoport kozt nem talaltunk szignifikans

kiilonbséget egyik kérgi rétegben sem (3. Tablazat), a diagnozisnak nem volt szignifikans

hatasa a denzitas értékekre (p = 0.8).

3. Tabldzat. SMI 311+ neuronok réteg szerinti denzitdsa a kontroll és skizofrén csoportokban (atlag + SD,

neuron/cm?).
Kérgi réteg CTR SCH

L. 3439,39 +£2057,93 2871,77 +£2002,32
IL. 32969,51 + 7530,20 35045,32 + 8359,95
1. 26929,02 +2153,89 26868,14 + 6103,32
Iv. 22457,38 +4370,54 21259,05 +4730,23
V. 21808,92 + 2026,64 22879,95 + 6053,21
VL 20683,95 + 2557,68 2294524 + 6893,43
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3.3. A PMI vagy kor esetleges hatdsa a neurondenzitasra

Igen relevans kérdés, hogy vajon a megfigyelt kiilonségek és a nagy variancia hatterében nem
allhatnak-e a mintak kiilonb6z6 tulajdonsagai. A Pearson-féle korrelacio vizsgalataa CR+, SMI
311+ neurondenzitasok és a PMI intervallum értékei kozt minden esetben nem szignifikans,
gyenge negativ korrelaciot mutatott (korrigalt p-értékek: 1, 8. abra). A CR+ neurondenzitasok
az ¢letkorral szintén nem szignifikans, gyenge negativ korrelaciot mutattak (korrigalt p-értékek:
1). Az SMI 311+ neurondenzitadsok az ¢letkorral nem szignifikdns, gyenge pozitiv korrelaciot
mutattak (korrigalt p-értékek > 0.2). Az 6sszes kérgi rétegre vonatkozo scatterplot és a hozza

tartozo korrelacios vizsgélat eredménye a mellékletben talalhato.

PMI hatasa a CR+ éssz-neurondenzitasra PMI ~ CR+ neurondenzitas (Il.réteg)
Diagnézis
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8. abra. PMI és neurondenzitas kapcsolatat bemutatd scatterplotok. Egyik dsszehasonlitds sem mutatott erds
korreléciot, az 6sszehasonlitdsok adjusztalt p-értékek erdsen nemszignifikansak voltak (p = 1).
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3.4. CR+ alpopulaciok feltérképezése RNA-scope modszerrel
3.4.1 CR+ neuron alpopulaciok feltérképezése

Az expresszios hotérkép alapjan (Hodge és mtsai 2019) vart sejtpopulaciok a kdvetkezdek
voltak: CR+CRH-VIP-, CR+CRH+VIP-, CR+CRH-VIP+, valamint CR+CRH+VIP+. A
metszetek kvalitativ analizise soran az 0sszes vart alpopulacié megtalalhat6 volt. A csak CR+
neuron populacié esetében (9. abra, A), amely sem VIP, sem CRH mRNS-t nem tartalmazott,
nagymértékii variabilitast tapasztaltunk az alanyok kozott. A CR+CRH+VIP- sejtek csak
elvétve fordultak eld (9. dabra, B,). A tripla jelolt, CR+CRH+VIP+ sejtek fordultak eld
legnagyobb mennyiségben. Igen jellemzd volt, hogy a CRH mRNS a sejtmagban jel616dott,
mig a CR és a VIP a sejt citoplazmatikus részére lokalizalodott (9. dbra, C,). A CR+CRH-VIP+
sejtekrdl sokszor nehéz volt megallapitani, hogy valéban nem tartalmaznak-e minimalis

mennyiségli CRH mRNS-t (9.dbra, D,).

9. abra A négy CR+ alpopulécioé a hozzajuk tartozé ortogonalis nézettel. A skala 20 mikrométert reprezental.

3.4.2. CR+CRH+VIP+ sejtek a kontroll és skizofrén csoportban

A hibridizacié eredményeképp megjelend pontok (Id. 9. dbra, D) 1-1 transzkriptnek felelnek
meg. A kutatds jelen stddiumaban még nem transzkript, csak sejtszintii felmérést végeztem a

CR+CRH+VIP+ sejtek szamat illetéen, ugyanis a kvalitativ analizis sordn Ggy tapasztaltuk,
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hogy ez a populdcid6 mutathat leginkdbb kiilonbséget a CTR és a SCH csoportok kozott.
(10.abra).

10. abra. Kontroll és skizofrén kérgi kolumnak 1-3 rétege. A kvalitativ analizis
alapjan a CR+CRH+VIP+ populacidt (fehér nyilak) a II-I1I. rétegben sok
esetben minimalis szamban talaltuk a skizofrén csoportban. A skala 100 pm-t
reprezental.

CR+CRH+VIP+ sejtek denzitasa a kérgi

rétegekben
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11. ébra. Eldzetes felmérés a CR+CRH+VIP+ populaciordl 2 kontroll és 2 skizofrén alanybol. A
két skizofrén a csokkent CR+ denzitast mutatod csoportbol valo. A skala 100 pm-t reprezental.
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Kutatasunk kovetkezd stddiuméaban a hibridizacids proba kvantitativ analizisét is tervezzik,
szdmolasi modszer kidolgozasa sziikséges. Elézetes eredményeim 2 skizofrén és 2 kontroll
minta alapjan az immunhisztokémiai eredmények segitségével megfigyelt mintazatot

tamogatjak (/1. dbra).

4. Diszkusszid

Kisérletlinkben immunhisztokémiai médszerrel vizsgaltuk a CR+ és SMI 311+ neuronok réteg
szerinti denzitasat a DLPFC teriiletén skizofréniaban. A diagnosztikus csoportok kozt nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget a vizsgalt sejtpopulaciok réteg szerinti- és Ossz-kortikalis
denzitasaban. Azonban a II. rétegben a skizofrén mintdk CR+ denzitasértékei latvanyosan két
alcsoportra kiiloniiltek el. Ez felveti annak lehetdségét, hogy a kdztudomdsuan heterogén

betegségcsoporton beliil 1étezhet egy, a kortikalis 2-es réteg szerkezetét érintd altipus.

A CR+ interneuronok denzitdsat vizsgdld kutatasok eddig nem talaltak szignifikans
kiilonbséget skizofrénidban a DLPFC teriletén (Daviss 1995, Woo 1997, Tooney 2004, ,
Reynolds és Beasley 2001, Beasley és mtsai 2002, Hashimoto 2003, Oh és mtsai 2012).
Kisérletiinkben a CR+ sejtpopulacio a skizofrén mintak egyik felében csokkent, masik felében
a kontrollhoz hasonld denzitdst mutatott, mely jelenség a korrelacios tesztek szerint nem allt
Osszefiiggésben a mintak PMI értékével. A két SCH alcsoport jelenlétét a medikécids
kortorténet sem magyardzta: a csokkent CR+ denzitas két hosszan medikalt paciensre €s egy
szocialisan izolalt, medikacié-mentes betegre volt jellemzé. A megfigyelt két alcsoport
sejtszintli fenotipusok jelenlétét sugallja skizofrénidban. Ezt a hipotézist nem csak a
szakdolgozatban nem részletezett, tovabbi eredményeink tamogatjdk (im. parvalbumin-,
calbindin-immunpozitiv neuronok a DLPFC-ben), hanem egy atfogd transzkriptomikai
metaanalizis is (Bowen et al, 2019). Ebben a tanulmanyban tobb, mint 200 skizofrén minta
egysejt-szintll mRNS szekvenalasos adata alapjan két ,,skizofrénia tipust” kiilonitettek el: egy,
a kontrollhoz hasonld génexpresszids profilt mutatot, €s egy, a kontrolltdl nagy mértékben
eltéré csoportot. A két transzkriptomikus alcsoport kozt eltérden expresszalodd gének kozt
szerepel példaul a VIP, amely — mivel a human CR+ neuronok nagy része kifejezi (Cauli 1994,

Hodge és mtsai 2019, Krienen és mtsai 2019) - a CR+ neuronok érintettségét tdmogatja.

A 0 interneuron populaciok érintettségét az elmult két évtizedben folyamatosan kutattak,

(Beasley és Reynolds 1997, Reynolds és Beasley 2001, Reynolds és mtsai 2002, Beasley és mtsai
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2002, Woo 1997, Tooney és Cahl 2004, Oh és mtsai 2012), az eredmények azonban nem
konzekvensek. Beasley ¢s Reynolds 1997 és 2002 kdzt négy egymast kovetd munkéban irta le
a PV+ sejtek denzitasanak csokkenését a prefrontalis kortexben (Beasley és Reynolds 1997,
Reynolds és Beasley 2001, Reynolds és mtsai 2002, Beasley és mtsai 2002), am eredményeiket
fliggetlen munkacsoportok nem tudtdk reprodukélni (Woo 1997, Tooney és Cahl 2004,
Hashimoto és mtsai 2003). Egyes kutatdsok nem a neuronok denzitdsdban, hanem a PV+
kosarsejteken végzddd glutamaterg axon terminalisok szamaban (Lewis és mtsai 2001), illetve
a PV+ neuronok GABA szintézisében taldltak negativ kiilonbséget a kontroll csoporthoz képest
(Lewis eés Volk 2005). Ezek az eredmények a PV+ sejtek diszfunkciojat feltételezik a csokkent
glutamaterg bemenet miatt. A CB+ neuronok denzitdsanak ndvekedését (Daviss és mtsai
1995), csokkenését (Beasley és mtsai 2002) €s a kontrollhoz képest nem szignifikdnsan eltérd

szintjét is (Reynolds és mtsai 2002) leirtak a prefrontalis kéregben.

A kalciumkotd fehérjéket tartalmazo (am. calbindin, calretinin, parvalbumin) interneuronoknak
korai munkék bizonyos neuroprotektiv szerepét feltételezték (Lukas és Jones 1994, Mockel és
Fisher 1994). Ez azon alapult, hogy a jobb intracellularis kalciumkotd képesség védhet a
citotoxikus magas kalciumszint ellen. Az elméletet vizsgalo kisérletekben — amelyben patkany
neuronalis sejttenyészetét hasznaltdk - a CR+ neuronok egy része kevéssé degeneralddott olyan
faktorok hatasara, mint a glutamaterg stressz (Mockel és Fisher 1994) vagy toxikus kalcium
szint (Lukas és Jones 1994), amelyek mas neuronokat elpusztitottak. Mindemellett mar Mockel
kisérletében latszodott, hogy a jelenség igen komplex; nem mindegy példaul, hogy a
kalciumstressz indukcidja milyen receptorokon keresztiil torténik. Szintén patkanyon végzett
kutatasok késébb kimutattak, hogy a CR+ neuronok szenzitivitdsa egy agyteriileten beliil is
variabilis, ami arra utal, hogy a kdrnyezd agyszovet kapillarisainak atjarhatésaga fontosabb
faktor lehet, mint maga a calretinin-tartalom (Jdszai és mtsai 1998). Kés6bbi munkak a CR+
neuronokat mas kalciumkotd fehérjét tartalmazo neuronokhoz képest érzékenyebbnek talaltak
az epilepszias rohamot eldidézd kainsavra és metabolikus stresszre (Lee és mtsai 2002, Hipdlito
és mtsai 2013). Tovabbi in vitro és human iPSC sejttenyészetes kisérletek sziikségesek annak
megallapitasara, hogy biztositanak-e a nagyobb ellenalld képességet a kalciumkotd fehérjék,

¢s lehet-e ennek koze a skizofrénidban megfigyelt mintazatokhoz.

Az inkonzisztens eredmények mogott allhatnak modszertani tényezok; példaul az egyes
antitestek kiilonb6z6 hatékonysaga (poliklonalis vs monoklonalis), vagy a 2D ¢és 3D
sejtszdmolasi stratégidk korlatai és torzitasai — kiilondsen az agyszdvet regiondlis

heterogenitdsdnak fényében. A mintaclemszdm sok esetben korlatozd tényezdje a
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neuropszichiatriai zavarok kutatasdnak. Skizofrén alanyokbdl szarmazd, kutathatd agyszovet
vilagszerte kb. 200 esetbdl all rendelkezésre. A fent emlitett vizsgalatok egy részét
szakdolgozatomhoz hasonléan alacsony mintaclemszdmmal végezték (Daviss 1995 N=5,
Tooney 2004 N=6), de tobbségiik elérte az N=10 feletti elemszamot (Beasley és Reynolds 1997,
Reynolds és Beasley 2001, Reynolds és mtsai 2002, Beasley és mtsai 2002, Woo 1997,
Hashimoto és mtsai 2003, Oh 2012). A neurondenzitast vizsgald kutatdsok masik korlatold
tényezdje a szovetfeldolgozds kdzben bekovetkezd térfogatvaltozas (Thune és mtsai 2001,
Gundersen 1992); a kiilonboz0 fixalasi, bedgyazasi €s metszési technikakkal elért eredmények
egymassal kozvetleniil nem vethet6k Ossze. A potencidlis cellularis mintazatok feltarasat a
skizofrén paciensek kozt meglévd molekularis szintli variancia is hatraltathatja. A viszonylag
alacsony mintaclemszdmi mérések nagy szordsu eredményét atlagolva szinte biztosan

informaciot vesztiink; a heterogén mintazat 6sszemosodik.

Eredményeink alapjan az SMI 311+ serkentd sejtpopulacid denzitdsa nem valtozott
szignifikansan skizofrénidban, és a csoportok kozt vagy a csoportokon beliil mintazat sem volt
felismerhet6. Az SMI 311 a nem-foszforilalt neurofilamentum kézepes €s nehéz lancat jeloli
(NEFM, NEFH). A rendelkezésre allo transzkriptomikai adatok alapjan (Hodge és mtsai 2019)
a serkentd sejtek legnagyobb részén kiviil a PV+ interneuron populacio kb. 70%-at is jeloli.
Tudomésunk szerint azonban jelenleg nincs kereskedelmi forgalomban hozzaférhet jobb
altalanos excitatoros neuronmarker. Kutatasunkban az SMI 311+ sejteknek sem 6ssz-kérgi, sem
réteg szerinti denzitasa nem tért el szignifikdnsan skizofrénidban a DLPFC teriiletén. Korabbi
kutatasok sem talaltak valtozast a prefrontdlis kérgi piramissejtek vagy neurofilamentum-
marker pozitiv sejtek denzitasdban (Akbarian és mtsai 1995, Miguel-Hidalgo és mtsai, Cullen
és mtsai 2006). Megfigyelték azonban a prefrontalis kéreg piramissejtjeinek méret- (Rajkowska
és mtsai 1998) és dendrittiiske-stirtiségének csokkenését (Garey és mtsai 1998, Glantz és Lewis
2000, Konopaske és mtsai 2017), amely jelenségeket a sziirkedllomany-vékonyodas
jelenségével és a redukalt neuropil hipotézissel hoztak dsszefiiggésbe (Feinberg 1989, Onwordi
és mtsai 2020). Leirtdk emellett a kozépsd (II-IV) rétegbeli piramissejteket szabalyzo
csillarsejtek szinaptikus denzitasanak csokkenését is skizofréniaban (Pierri és mtsai 1999),

amely az interneuron elméletet timogatja.

A dendrittiiske-stirtiség €s a szinaptikus denzitas csokkenése fejlodéstani kérdéseket vet fel a
neuropszichiatriai zavarok kapcsan. Az autizmus spektrum zavarrdl (ASD) mar szinte biztosan
tudjuk, hogy a kivalté okok egy része a méhen beliili és/vagy a korai posztnatélis fejléddés

idészakara tehetd (Willsey és mtsai 2013, Mariani és mtsai 2015). Az ASD és a SCH mind
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tiineti, mind genetikai és molekularis szinten mutat hasonlosagokat (Velthorst és mtsai 2018),
¢s a skizofrénia kutatdsdnak igen fontos aspektusa a fejlédés kozben bekdvetkezd valtozasok
feltarasa. Ehhez elengedhetetlen az indukalt pluripotens Ossejt technika, amely segitségével a
paciensek testi sejtjeivel genetikailag azonos sejtek tenyésztése valik lehetvé. Igy a sejtek
fejlodése sokszor ismételhetd, kontrollalt kornyezetben folytatott kisérletekben reprodukélhato.
A sejtek kozti kapcsolatok esetleges fejlddési rendellenességei organoid modellekben

vizsgalhatoak (Stachowiak és mtsai 2017).

Eredményeinkkel kapcsolatban alapvetd jelentdségli Benes ¢s munkatarsainak 1991-es
munkdja. A szerzOk Nissl-alapi 6ssz-neurondenzitds mérést végeztek skizofrén €s kontroll
esetekbdl szarmazo prefrontalis kérgi mintdkon. Eredményeik alapjén a skizofrén csoportban
szignifikansan csokkent a Il-es rétegben talalhato ,,kis méretli neuronok™ denzitdsa, amely
nagyrészt megfeleltethetd a nem-piramidalis sejteknek (interneuronoknak). Kutatasunk soran
hasonlé mintazatot talaltunk a II. kérgi rétegben. A megfigyelt alcsoportok jelenléte — Bowen
¢s mtsai (2019) hasonld mintazatot feltard eredményeinek fényében — igen fontos lehet. A
sejtszintli mintazatok azonositasa elengedhetetlen a skizofrénia fenotipusos heterogenitasanak
genetikai, molekularis és cellularis szinten valé megértéséhez. A jovében célunk post mortem
kutatasainkat egysejt-szintli RNS szekvenaldssal kiegésziteni, majd a tobb technikaval
megallapitott, in situ hibridizacioval validalt, leginkabb érintettnek tliné csoportot iPSC
modszerrel tenyészteni. Ezzel a multidiszciplinaris megkozelitéssel sikeriilhet megtalalni a
skizofrénia cellularis, receptoridlis és molekularis biomarkereit és talan nem csak sejt, hanem

rendszer szinten is kdzelebb kertilni a heterogén tiinetek megértéséhez.
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5. Osszefoglalas

Az eddigi kutatdsok alapjan az excitidtoros/inhibitoros egyensuly felboruldsa tobb
neuropszichidtriai zavarban — példaul skizofréniaban ¢€s autizmus spektrum zavarban —
kulcsjelenség. Ennek nyoman szédmos vizsgalat célozta a prefrontdlis kéreg neurondlis
Osszetételét skizofrénidban, &m az eredmények nem konzisztensek, ami a neuropatologiai
biomarkerek validalasat ¢és alkalmazasat hatraltatja. Kutatasi projektiinkben ezért célunk
yjravizsgalni ezt a kérdést a prefrontalis kortex f6 neuronpopulacioit vizsgalva.
Szakdolgozatom keretében a calretinin immunpozitiv (CR+) interneuronok és az SMI 311
immunpozitiv (SMI 311+) kérgi serkentd sejtek réteg szerinti eloszlasdt mutatom be a

dorzolateralis prefrontalis kéreg teriiletén.

Kutatdsunkhoz a Holland Agybank biztositott 6 skizofrén és 6 korban-és nemben egyeztetett
kontroll paciensbdl szarmazé mintat. Immunhisztokémiai modszerrel festett majd digitalizalt
metszeteken annotaltuk az immunpozitiv neuronokat. Publikus transzkriptomikai adatok szerint
a CR+ interneuronok bizonyos alpopulécioi elkiilonithetdek a CRH ¢és VIP expresszioja
alapjan, ezért a kovetkezd Iépésben in situ RNS hibridizaciét alkalmaztunk az emlitett

alcsoportok feltérképezésére.

Egyik vizsgalt sejtpopuléacid denzitdsaban sem talaltunk statisztikailag szignifikéans kiilonbséget
a két diagnosztikus csoport kozott. A II. kérgi rétegben azonban a CR+ sejtek tekintetében a
skizofrén mintdk szemmel lathatéan két alcsoportra kiiloniiltek: egy kontroll értékek
tartomanyaba es0, €s egy jelentdsen csokkent CR+ denzitasu alcsoportra. Fluoreszcens in situ
mRNS hibridizacioval sikeriilt azonositanunk 4 kiilonb6z6 transzkriptomikai profillal
rendelkezd CR+ altipust. Eldzetes felméréseink alapjan a CR+CRH+VIP+ alcsoport lehet a

leginkabb érintett skizofréniaban.

A CR+ denzitas tekintetében megfigyelt 2 SCH alcsoport recens transzkriptomikai eredmények
fényében igen fontos lehet, és tovabbi, nagyobb mintaeclemszamu fehérje- és mRNS szintl
vizsgalatok szilikségességét jelzi az esetleges molekularis fenotipusok feltdrasara. A skizofrénia
bonyolult patomechanizmusa ¢s heterogén megjelenése rendkiviili kihivast jelent a post
mortem humén kutatas szamara. Am az egyre fejlédé iPSC, transzkiptomikai, bioinformatikai
¢s proteomikai modszereket klasszikus metodikakkal 6tvozve lehetévé valik az érintett
sejtpopulaciok azonositdsa és validalasa. A feltart sejtszintli mintdzatokat a kortorténettel
korrelaltatva fény deriilhet olyan specifikus jelenségekre, melyek 1j farmakoldgiai

megkozelitésekhez, a személyes orvoslas iranyaba vezethetnek.
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6. Summary

According to the current view, excitatory/inhibitory imbalance plays a major role in
neuropsychiatric disorders such as schizophrenia (SCH) and autism spectrum disorder. The
prefrontal cortex is a well-studied area, yet there is no consensus on alterations in neuronal
composition in patients with SCH. We aimed to revisit the question with layerwise
quantification focusing on the main neuronal populations of the dorsolateral prefrontal cortex

(DLPFC) in SCH.

Formalin-fixed tissue from 6 cases with Sch and 6 age-and gender matched control cases was
obtained from the Netherlands Brain Bank. We quantified calretinin immunopositive
interneurons and excitatory neuronal populations (SMI 311) on immunohistochemically stained
slides. We applied single molecule fluorescent in situ mRNA hybridization (RNA-scope),

aiming to explore the potential subtypes of CR+ neurons.

Neither observed neuronal population showed a significant difference between the diagnostic
groups. However, a distinct pattern was visible in layer II regarding CR+ neurons. One
subgroup showed CR+ density in the range of the control values, while the other manifested

lower values.

We succesfully identified 4 subtypes of CR+ neurons based on their VIP (vasointestinal
polypeptide) and CRH (corcicotropin-releasing hormon) mRNA expression. Based on our
preliminary results, CR+CRH+VIP+ subpopulation may be one of the most affected CR+

subtype in schizophrenia.

Our results regarding the potential molecular phenotypes existing in schizophrenia are in line
with recent transcriptomical findings. It is crucial to explore the impaired populations in SCH
and validate them by independent experiments with a multidisciplinary approach in order to
find therapeutic targets. Correlation of the cellular, molecular patterns with clinical history
has the potential to discover novel medical applications which may be a step towards

personalized medicine
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8. Koszonetnyilvanitas
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Fiiggelek

1. Post mortem 1d6 €s neurondenzitds kozti kapcsolatot dbrazold scatterplotok, a
Pearson-f¢le korrelacios egylitthatods értékekkel (R) és a korrelacios tesztek
Bonferroni-korrigalt p-értékeivel.
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2. Kor és neurondenzitas kozti kapcsolatot dbrazolo scatterplotok, a Pearson-féle

korrelacios egyiitthatos értékek (R) és a korrelacids tesztek Bonferroni-korrigalt p-
értékeivel.
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