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1. Roviditések jegyzéke
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BNO-11
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dIPFC
DSM-5

GABA
HPA tengely

109G

IL
mPFC
omPFC
PBS
PFA
PFC
PN

PrL
PTSD
VIP
vmPFC

anterior cingularis kéreg (anterior cingular cortex)
mellékvesekéreg serkenté hormon (adrenocorticotropic hormone)
variancianalizis

Betegségek Nemzetkozi Osztalyozasa, tizenegyedik valtozat
(International Classification of Diseases 11th Revision)

bazolateralis amigdala (basolateral amygdala)

kozponti amigdala (central amygdala)

medialis kozponti amigdala (medial central amygdala)

kalretinin

kortikotropin felszabadito faktor (corticotropin releasing factor)
dorzolateralis prefrontalis kéreg (dorsolateral prefrontal cortex)
Mentalis Zavarok Diagnosztikai és Statisztikai kézikonyve 6todik
kiadas (The Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders,
Fifth Edition)

gamma-amino-vajsav (gamma-aminobutyric acid)
hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely (hypothalamic—pituitary—
adrenal axis)

immunglobulin G

infralimbikus

medialis prefrontalis kéreg (medial prefrontal cortex)
orbitomedialis prefrontalis kéreg (orbito medial prefrontal cortex)
foszfatpufferelt fizioldgias sdoldat

parafomaldehid

prefrontalis kéreg (prefrontal cortex)

projekcids neuron

prelimbikus

poszttraumas stressz zavar (posttraumatic stress disorder)
vazoaktiv intesztinalis polipeptid (vasoactive intestinal polipeptide)
ventromedialis prefrontalis kéreg (ventromedial prefrontal cortex)



2. Bevezetés
2.1. Stressz

2.1.1. Stressz fogalma

A "stressz", mint kifejezés szinte a vilag 6sszes kulturajaban és nyelvében elterjedt
¢s aktivan hasznéljak nem csak tudésok, de laikusok is. Szdmos meghatarozast és
jelentést is tulajdonitottak a kifejezésnek, valamint a neurobioldgiaban a terminoldgiat
gyakran rejtett feltételezések és elditéletek befolyasoljak. Ez viszont nemcsak a kutatési
iranyokra, hanem a kutatds eredményeire is hatassal van, az eredményekbdl levont
kovetkeztetésekkel egytitt [1]. Szinte minden tudomanyteriileten fontos az, hogy idénként
atgondoljuk a jelenleg érvényes terminologiakat és egy esetleges uj, alternativ
megfogalmazasanak lehetséges elonyeit. Ez a stresszkutatdsban is rendkiviil fontos,
hiszen a rejtett, befolyasolo tényezdket mindenképpen figyelembe kell venni, mivel a
stresszesemények nem vezetnek minden egyénnél ugyanahhoz az értelmezéshez vagy

kovetkezményhez [2].

Amikor arrdl besz€liink, hogy ’stressz’, rogton negativ kornyezetbe helyezziik az
értelmezést, leginkabb azért, mert nem csak kivalthat, hanem sulyosbithat is mar meglévé
koros allapotokat [3]. Ennek ellenére nem csak allatokban, de emberekben is
megfigyelhet6 a stresszel szembeni erds ellenallas [4], ami arra enged kovetkeztetni, hogy
a stresszel szembeni megkiizdés a normalis, mig a stresszhez koéthetd elvaltozasok a
kivételek, még evolucids szemszogbdl nézve is [5]. Ezen kiviil Ggy tlinik, hogy azok a
traumaval kapcsolatos pszichopatologiat okozo idegrendszeri mechanizmusok
kiilonboznek az olyan idegrendszeri mechanizmusoktol, amik valamilyen stresszt

valtanak ki, de nem okoznak traumaval kapcsolatos mentalis zavart [6].

2.1.2. Stresszvalasz

Selye Janos, a stresszkutatas apjaként is emlegetett kutatdorvos, még 1936-ban
definidlta a stresszvalaszt ugy, hogy ,,a szervezet nem specifikus valasza barmilyen
valtozas iranti igényre” [7]. Ez a meghatarozas ellenben tul altalanos, és korlatozza a
stresszvalasz fogalmat arra, hogy a szervezet egy stresszorra ad valamilyen valaszt. 80 év
elteltével Selye definicidja utan is még mindig nehezen hatarozhaté meg a stresszvalasz.
Egy fontos oka ennek az, hogy ha egy kornyezeti ingerre valaszt ad a Szervezet, az

magaval vonz fiziologias valtozasokat is (1. abra). Ellenben a kialakult valasz mikor esik

crer



A definiciok, fogalmak kozotti tisztazas érdekében vezették be az allosztazis és az
allosztatikus talsuly fogalmat [8]. Az allosztazis olyan biologiai valasz, amely a
folyamatosan valtozd szocialis és fizikai kornyezethez valo alkalmazkodast segiti el
olyan kozvetiték segitségével, amelyek egy nem linearis halozat keretein beliil képesek
egymast szabalyozni (szimpatikus, paraszimpatikus aktivitas, gyulladaskelté vagy gatld
citokinek, kortizol). Ez sok esetben adaptiv plaszticitast is magaban foglal, példaul olyan
tartds neurobiologiai, endokrin vagy immunvalasz valtozast, amely segiti a szervezetet az
uj kornyezethez valo alkalmazkoddsban. Abban az esetben, ha az allosztazis altal aktivalt
mechanizmusok hosszabb ideig is fennallnak, allosztatikus tulstlyrol beszéliink [9]. Mig
az allosztazis miatt kialakult valaszok adaptivak lehetnek, ennek a tartds fennmaradasa
mar kronikus allapothoz, ami kés6bb maradandé patologias elvaltozashoz, ez pedig
idegrendszeri, pszichiatriai, sziv- és érrendszerbeli vagy anyagcserével kapcsolatos

megbetegedésekhez vezethet [10].

A stressz rendszer mukodése

Pszichologiai Fizikai

/— Stressz valasz \

Hipotalamusz-Hipofizis-Mellékvese tengely Szimpatikus-adrenomedullaris tengely

‘x Kozvetitok /
Specifikus receptorok
S e TN

Energia mozgdsitas Genomi hatas Nem genomi hatas
Anyagcsere valtozas Epigenetikai valtozasok Immunreaktivitds
Immun rendszer aktivacio
Emésztérendszer elnyomas V
Reprodukcid leallitas Meguiltozott sejt Sejtes ingerlékenység
mechanizmus Idegrendszeri plaszticitas

Szinaptikus plaszticitds

Fizioldgiai és viselkedésbeli
valtozasok

Y

Alkalmazkodas

1. dbra A stressz rendszer mukodést Osszefoglald abra Godoy ¢és munkatarsai munkdjabol
atemelve [11]



2.1.3. Stressvalasz idegrendszeri hattere

A stresszre adott valaszt gyakran kombinalt neuroendokrin valaszként irjak le,
hangsulyt adva az endokrinoldgiai é4ganak: a szimpatikus idegrendszernek ¢és a
hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengelynek (HPA tengely) [12]. A folyamat két
részb6l tevOodik Ossze: el6szor egy gyors valaszbol, amely soran a szimpatikus
idegrendszer aktivalodik, ezzel periférias akciot okozva, mind a szimpatikus idegeken,
mind a mellékvese kozpontjabol felszabaduld adrenalinon keresztiil. Masodszor, egy
lassan végbemend folyamatbol valosul meg a stresszre adott valasz, ami a HPA tengely
altal valésul meg. Ekkor kortikotropint felszabadito faktor (CRF) szabadul fel a
hipotalamusz paraventrikularis magjabol. Ez a mellékvesekéreg serkentd hormon
(ACTH) felszabadulasat indukalja a hipofizis eliils6 lebenyébdl, ami aztin a

kortikoszteron (kortizol) felszabaduldshoz vezet a mellékvesekéregben.

A Kkortizolra gyakran ’stressz hormon’-ként hivatkoznak, jelezve rendkiviil fontos
szerepét a stresszvalasz kialakulasaban [13], noha kettds szereppel bir. Az eréforrasok
mobilizaladsa mellett, a veszély megsziinését kovetden, a stresszvalasz befejezéséért felel
a hipotalamuszra és hipofizisre kifejtett negativ visszacsatolasokon keresztiil [13].
Ellenben, ha a veszély tovabbra is fennall, akkor elnyQjtja a stresszvalaszt, igy
egyensulyozva a vészhelyzeti sziikségletek ¢€és a hosszabbtdvon fellépd
energiasziikségletek  kozott. A kortizol éppen  ezért a  stresszvalasz
energiakomponenseként betoltott funkcidja miatt is figyelmet kap [14]. A vércukorszint
emelése mellett képes a mitokondriumok mikodésére is kozvetleniil hatni. Ezt azért is
fontos megemliteni, mivel a megfelelé stresszvalasz kialakitasahoz az
anyagcserefolyamatok szorosan kotddnek, hiszen a megemelkedett gliikokortikoid szint
magasabb vércukorszintet és adiponektin szint modulaciot okozhat [15]. Az adipokinek
¢és adipocitokinek a zsirszovet altal kivalasztott citokinek, amelyek a HPA tengely
mindharom részére hatnak [16]. Tovabba a traumaval és stresszorral kapcsolatos
pszichopatologidkhoz gyakran tarsul valamilyen anyagcserezavar vagy anyagcsere

szindroma [14].

2.1.4 A stresszvalasz és a pszichopatologia kapcsolata

A dinamikus kortizol valasz elésegiti az adaptaciot, valamint a stresszvalasz
kialakitasa végett a kornyezetben torténd szocidlis és fizikalis valtozasokhoz valo
alkalmazkodasaban van szerepe [13]. A kortizol reaktivitasaban térténé valtozas nemcsak

novelheti a stressz negativ hatasaira valé fogékonysagot, de a HPA tengely hosszutavu,



tulzott vagy alul mikddésé olyan valtozasokat okozhat az agyban, amely késobb
pszichiatriai zavarhoz vezet [17]. Tarsadalmunkban gyakoribbak, tobbszor ismétlédnek
és sokkal tartosabbak a pszichologiai stresszorok, mint a fizikaiak. Az ismétl6do stressz
f6 rizikofaktora egyes rendellenességeknek, mint példaul a skizofrénianak, bipolaris
zavarnak, sulyos depresszios zavarnak, €s a posttraumas stressz zavarnak (PTSD) [18].
Régebben, a stresszvalaszhoz vald hozzdszokast a stimulus-valasz szitudcid egy
altalanosabb helyzetének specialisabb eseteként kezelték. Ez egy olyan nem asszociativ
tanulas formajanak mindsiil, ami aztan a valaszid6é csokkenésében nyilvanult meg [19].
utalnak, hogy az adaptiv folyamatok hatterében magasabb szintli kognitiv folyamatok is
részt vehetnek. Példa erre a stresszvalasz adaptacid kifejezOdésének erds stresszor-
specifikussdga, olyan habituécio kifejez6dése mellett, ami az elsddleges szenzoros palyak
csokkent neuralis hatterében jelenik meg [20]. Ezen kiviil a hozzaszokas kifejezodése
kontextusfiiggd lehet és a tomeges helyett inkabb a tavolesd stresszor sorozatok azok,
amik megerésithetik ezt [21]. Ezek a kutatasok arra engedtek kovetkeztetni, hogy a
szabalyozasnak és/vagy moduldlasnak feliilrdl lefelé iranyuld neurdlis hattere lehet.
Ebben a medialis prefrontalis kéregnek (mPFC) lehet szerepe, mivel az érzelmi
folyamatok modulédldsa mellett (példaul félelmi kioltodas) kozvetleniil géatolhatja is a
HPA tengelyt [22]. Human vizsgalatok alapjan a prefrontalis kéreg (PFC) megvaltozott

neuralis aktivitasa is fontos szerepet jatszik a depresszio és a PTSD kialakulasaban [23].

Osszességében elmondhatd, hogy a stresszvilasz egy rendkiviil komplex és
integrativ folyamat, ami magéaban foglal idegrendszeri, neuroendokrin és immunrendszeri
interakciokat, melyek megvaltozott miikodése patologias valtozasokat tud okozni, sok
esetben pszichopatologiai elvaltozdsokhoz vezet. Transzlacids célu kutatdsunkban a
PTSD hatterében levé idegrendszeri mechanizmusainak megértése volt a célunk,

kilonosen a mPFC halozati valtozasaira.

2.2. Poszttraumas Stressz Zavar (PTSD)
2.2.1. PTSD diagnosztizalasa

Jelenleg két f6 diagnosztikai definicidja van a poszttraumas stressz zavarnak
(PTSD). A Mentalis Zavarok Diagnosztikai és Statisztikai kézikonyve jelenlegi kiadasa
[24], tovabbiakban DSM-5, a korabbi verzioval (DSM-4) ellentétben mar nem a
szorongasos zavarok csoportjaban targyalja a PTSD-t, hanem elkiilonitve a traumaval és

stresszorral Osszefiiggd zavarok csoportjaban. Kiindulési kritériuma, hogy a személy



sulyos traumatikus eseményt éljen at vagy szemtantja legyen annak (tényleges vagy
halalos veszélynek valo kitettség, sulyos sériilés vagy szexudlis erdszak, tobbszoros
kitettség a traumatikus életesemények ismétlédésének, szemtantisaganak) (A Kritérium).
Az olyan stresszes események, amelyek nem jelentenek kozvetlen életveszélyt vagy
fizikai sériilést, példaul pszicho-szocidlis stresszorok (valas vagy munkahely elvesztése),
ebben a meghatdrozasban nem szamitanak traumanak [25]. Amennyiben atélt vagy
szemtanuja volt egy ilyen sulyos eseménynek, akkor négy fo tiinetcsoport van, amiknek
meg kell nyilvanulnia. El6szor, az alabbiak koziil legalabb egynek meg kell jelennie:
szorongatd emlékek, almok, disszociativ reakciok (pl.: visszaemlékezés), intenziv, vagy
hosszan tartd pszicholdgiai szorongds, a traumatikus élmény ujraélése. Masodszor,
aktivan keriilnie kell a belsd (gondolatok) és/vagy kiilsd (szituacidk, helyszinek,
beszélgetések) emlékeztetoket a traumaval kapcsolatosan (C kritérium). Harmadszor,
legalabb két kogniciot érinté vagy hangulatbeli elvaltozast kell mutatnia, ideértve a
traumatikus esemény egy fontos aspektusara vald emlékezés képtelenségét, a vilagrol
vagy onmagukrol Kiterjedt negativ hangulatot, jelentésen csokkent érdekl6dést, vagy
pozitiv érzelmek atélésével kapcsolatos tartos képtelenséget (D Kritérium). Végiil, az
izgalmi tiinetek koziil legalabb kettonek kell teljesiilnie: ingerlékeny viselkedés vagy
diihkitorés, meggondolatlan vagy Onpusztitd magatartas, talzott éberség, talzott riadt

reakcio, alvaszavar, vagy koncentracios zavar (E kritérium).

A DSM-5 Kiterjesztette a félelmi reakcion alapuld Osszpontositas hatokorét, a
traumara adott egyéb érzelmi reakciokra, ami azért is fontos, mert sok PTSD-vel
diagnosztizalt beteg, kiilonosen a katonasagbol és az egészségiigyben dolgozok

csoportjabdl, nem félelmen alapuld érzelmi reakciokat mutatnak [26].

A vilag szamos teriiletén a DSM-5 mellett az Egészségiigyi Vilagszervezet
Betegségek Nemzetkozi Osztalyozasanak tizenegyedik valtozata (BNO-11) alapjan
torténik a pszichiatriai diagnosztizalas [27]. A BNO-11 lényegesebben egyszeriibb
megkozelitést alkalmaz a diagnosztikdhoz a DSM-5-nél, mivel gyakran a szegényes
koriilmények kozott dolgozo diagnosztizalok nem tudnak kelld hosszisagu vizsgalatokat
tartani a betegekkel. A BNO-11 diagnosztikai iranymutatasok sztiken a félelemi tiinetekre
fokuszalnak, beleértve a trauma eseményének tjraé¢lését, az ezzel kapcsolatos
emlékeztetOk elkeriilését és az aktualis fenyegetések fokozott észlelését (izgalom
kiilonb6z6 formai tiikkrében). Ennek a definicionak a kdzponti eleme az a felvetés, hogy

a PTSD egyik alapvetd része a nemrég megtortént trauma emlékeinek jraélése.



2.2.2. APTSD eléfordulasi aranya

Maga a stressz szamos kiilonb6z6 forméaban megjelenik az emberek életében, sot
kutatasok alapjan elmondhat6, hogy a tarsadalom 90%-a élete folyaman legalabb egyszer
atél egy traumat [28]. Az esetek 80-90%-aban jelentkeznek a trauma altal okozott tiinetek
(rémalmok, negativ hangulat, szorongas), de a traumat atéltek koziil csak 10-20% az,
akikben tartosan fennmaradd, PTSD-ként diagnosztizalt tiinetek alakulnak ki. Ezen
populacio tagjait nevezziik sériillékenynek, veszélyeztetettnek. Epidemiologiai kutatasok
kimutattak, hogy az élethosszig tarto PTSD prevalencidja n6kben 20,4%, mig a férfiakban
6,2%-8,2% [29]. A Vilag Mentalis Egészsége kutatds magasabb el6fordulasi aranyt
figyelt meg magasabb jovedelmii orszagokban (Eszak-frorszag: 3,8%; Amerikai Egyesiilt
Allamok: 2,5%; Uj-Zéland: 2,1%), mint az alacsony vagy kozepes jovedelmii
orszagokban (Romania: 0,4%; Mexiko: 0,3%; Dél-Afrika: 0,4%) [30].

Vannak bizonyitékok arra is, hogy egyes traumatikus események jellemzoi
nagyobb eséllyel valtanak ki PTSD-t. Kimutattak, hogy a természeti katasztrofat atélt
emberekben kisebb mértékben alakul ki PTSD (koriilbeliil 5-10%), mint azokban, akik
szexualis zaklatast éltek at (tobb mint 40%). A személykozi erészak magasabb PTSD
aranyhoz vezet [31], valamint egy masik Vilag Mentalis Egészsége kutatas arra vilagitott
ra, hogy a fizikai vagy szexualis erészak novelte a PTSD kialakulasanak esélyét [32].
Ezen kiviil a gyermekkorban atélt averziv tapasztalatok is befolyéssal lehetnek arra, hogy
késobb PTSD-szeri tiinetegyiittesek alakulnak ki. Widom kutatasa alapjan valamivel
tobb mint egy harmada a szexualis zaklatas gyermekkori aldozatainak 37,5%-a, a fizikai
bantalmazasnak kitett gyerekek 32,7%-a, mig gyerekkori elhanyagolds aldozatainak
30,6%-a felelt meg az akkori PTSD diagnosztizalas kritériumainak [33].

Egy-egy  orszagra  fokuszalt tanulmanyokban (ami  modszertanilag
megalapozottabb, mivel az el6forduld kontextualis zavar6 hatasok nagyobb
kovetkezetességét teszik lehetove) alatdmasztottdk, hogy egyes etnikai csoportok, mint
példaul a hispanok és afro-amerikaiak, érzékenyebbek a PTSD kialakul4sara az Amerikai
Egyesiilt Allamokban [34]. Ezekhez a kiilonbségekhez viszont az egészségiigyi
eréforrasokhoz vald hozzaférés, etnikai diszkriminacid és akar a tarsadalmi-gazdasagi
tényezok is kozre jatszhatnak, igy ezeknek az eredményeknek az értelmezése mindmaig

bizonytalan maradt.

Epidemiologiai vizsgalatok arra is utalast tesznek, hogy a legtobb PTSD-vel

diagnosztizalt személy esetén mas tarsbetegségek is felléphetnek, kiillondsen depresszio,
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szorongasos ¢és szerhasznalati zavarok [35]. Az ilyen magas komorbiditasi arany
magyarazhatd azzal, hogy a mar meglévé zavarok, rendellenességek hajlamot adnak a
traumatikus események atélésére, de lehetséges, hogy maga a trauma vagy a PTSD az,
ami kialakitja a tobbi pszichiatriai allapotot a betegekben. A depresszidé valdjaban a
hosszan tartd tehetetlenség, mig a szerhaszndlati zavar az Ongyogyitas

kovetkezményeképpen alakulhat ki [30].

2.2.3. A PTSD neurobiologiai hattere

A PTSD specifikus tiinetei jellemzéen a betolakodd gondolatok, talzott
izgatottsag, rémalmok, alvészavar, visszaemlékezés, a memodria és koncentracidnak
megvaltozasa, valamint a heves reakciok [27, 36]. Ezekbdl a tiinetekbdl visszavezethetd
az agy stressz altal bekovetkezett szerkezet- és funkcidbeli valtozésa, amely a
viselkedésben is megnyilvanul [37]. A stressz akut és kronikus valtozasokat képes okozni
valtozasokat eredményezhet az agyi halozatok miikodésében, kiilonds tekintettel a
stresszvalaszt és a félelemi reakciokat szabalyozo régiokban, mint példaul az amigdala, a
hippokampusz és az mPFC teriiletein [38].
2.2.3.1. Az amigdala szerepe a PTSD-ben

Az amigdala egyike azoknak a struktiraknak, melyek az érzelmi feldolgozasért
felelnek, valamint nagymértékben szerepet jatszik a megfelel6 megkiizdési valasz
kialakitasaban. [39]. Az amigdala tobb magbdl all, amik kiilonb6z6 funkcidkkal birnak.
A basolateralis és lateralis magvak a talamuszbol érkez6 szenzoros integraciot végzik, az
agykéregbdl és a hippokampuszbdl szarmazé jelekkel egyiittesen, mig centralis magja
adja az amigdala f6 kimenetét a viselkedésbeli, endokrin €s autondom véalaszokot iranyito
végrehaijto régiok felé. Altalanossagban, az amigdala lateralis magjaban (LA) torténik a
amigdala (CeA; lateralis (CeL) ¢és medidlis (CeM) alrégiok) ezen stimulusokrdl kiild
informaciodkat a fent emlitett centrumokba, valamint a hippokampuszba és mas agytorzsi
struktirdkhoz. A két mag kozti informécid aramlast az interkaldlt sejttomeg (ITC)
szabalyozza gatldsa révén. Az amigdala ezen kiviil a szerotonerg raphe magvak ¢és a
katekolaminerg agytorzsi magvak is beidegzik, amelyek az amigdala miikodésének
amigdala aktivitdst PTSD-ben; példaul olyan szagok és hangok kapcsan, amik harchoz

kotddnek, fényképek lattan, amelyek traumatikus eseményekhez kothetek, valamint
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félelmi kondicionalas kovetkeztében [23]. Ezt a fajta tulzott amigdala aktivitast PTSD
betegekben is megfigyelték pihenés, figyelem és memoriafeladatok kozben [41].
2.2.3.2. A hippokampusz szerepe a PTSD-ben

A PTSD jelenlegi elméletei szerint a hippokampusz diszfunkcidja
kulcsfontossagu szerepet jatszik a PTSD jellemz0 tiineteinek kialakuldsaban, kiemelve
koziilik a traumaval kapcsolatos tolakodé emlékek kodolasat, a trauma részleteinek
felidézésének nehézségeit, a félelem talzott generalizacidjat, az epizodikus emlékek
kodolasanak nem megfeleld frissitését, illetve azok eléhivasat [36, 42]. Az anterior és
posterior hippokampusz-alrégiok eltéré strukturalis és funkcionalis kapcsolatokkal
rendelkeznek, és kiilonbozd érzelmi és kognitiv folyamatokhoz jarulnak hozza. A
hippokampusz posterior része kifejezetten fontos szerepet jatszik az emlékezet
eléhivasaban és a térbeli tanulasban, mig az anterior részét elészeretettel tarsitjak az
amigdalaval, a HPA-tengellyel és a limbikus kéreg résztvevoivel. A hippokampusz
anterior része és az amigdala kozti kapcsolatok allhatnak a PTSD-ben a
visszaemlékezések, tolakodd gondolatok, rémalmok, valamint a talzott félelem
generalizacio hatterében. Ezen kiviill azoknal a személyeknél, akiknél PTSD-t
diagnosztizaltak, a hippokampusz térfogatanak csokkenése mellett (akar traumanak kitett
kontroll személyek, akar a traumanak ki nem tett személyekhez képest), nehézségeket
mutatnak a mindennapi memoria, a munkamemoria, valamint az epizodikus memoria
terén [42].
2.2.3.3. A medialis prefrontalis kéreg szerepe a PTSD-ben

Az evolucio6 soran az emberben a PFC az agy térfogatanak kozel egy harmadara
nétt [43]. Ez a terlilet biztositja a viselkedés, a gondolkodas és az érzelmek feliilrél lefelé
iranyulo szabalyozasat, ezzel 1étrehozva a rugalmas, célorientalt viselkedéshez sziikséges
mentalis reprezentaciokat, a nem megfeleld impulzusok gatlasdnak képességét, a
figyelem szabélyozasat, a valosag tesztelését, az érzelmek szabalyozasat, ezen kiviil sajat
és masok cselekedeteinek megértését, felfogasat [44]. A dorzolateralis PFC (dIPFC) a
munkamemoria révén iranyitja a gondolkodast, a figyelmet és a cselekedetek [45], mig
az orbito- (omPFC) és ventromedialis PFC (vmPFC) szabalyozza az érzelmeket [46].
Ezek a régiok egymassal Osszekottetésben allnak, ahol a dIPFC képes szabalyozni a
vmPFC-t [47]. A PFC Kkiterjedt kapcsolatokkal rendelkezik, amik fokozzak, vagy
éppenséggel gatoljak mas agyteriiletek aktivitasat [48], ideértve az amigdala félelmi
valaszanak gatlasat [49]. A PTSD tiineteinek szempontjabol kiilonésen fontos, hogy a

PFC sériilései, 1ézioi képesek rontani a koncentracié €s a figyelem 6sszpontositasanak
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képességét [50, 51], gyengiteni az impulzuskontrollt, ami meggondolatlan viselkedést
a fokozott ingerlékenységet, a dontéshozas zavarat, a belatas hianyat [53] és a kognitiv
interferencia gatlasanak képességét (gatolni példaul nem megfelelé emlékeket) [54]. A
dIPFC sziikséges a tényleges esemény ¢€s az aktualis, visszatérd emlék
megkiilonboztetéséhez, példaul az olyan emlékek terén, mint amik a PTSD-ben
megjelennek [55]. Ez a folyamat atfed olyan mas haldzattal, amely részt vesz a félelem

tanuldsaban és annak kifejezésében.

Az asszociativ tanulas vizsgalatdhoz a pavlovi félelmi kondicionalast hasznaljak.
Ez a paradigma a kontextus (kérnyezet) és egy feltétlen inger (labsokk) asszocialasan
alapszik, ahol a kornyezeti stimulusok, mint f6 komponensek, 6sszekapcsolodnak és a
kontextus konjuktiv reprezentaciojat alkotjak, amik tarsulnak magahoz az ingerhez [56].
Bar az averziv ingerrel tarsitott pavlovi kondicionalast mas agyteriileteken is intenziven
kutattak (ilyen az amigdala vagy a hippokampusz), az mPFC-nek is szerepe van a félelmi
tanulassal kapcsolatosan a dontés hozasban, érzelmek szabalyozasaban, illetve a
veszélyre adott valasz kialakitasaban a kontextus kodolasa révén [57]. A kontextualis
félelmi kondiciondlassal Osszefiiggésben all6 mPFC régiok kozé tartozik a
szomatomotoros kéreg, az anterior cingularis kéreg (ACC), a prelimbikus (PrL) és
infralimbikus (IL) régiok [58]. Mig el6bbi ketté agyteriilet a motoros funkciok
szabalyozasaban vesz rész, addig a PrL és IL régiok emociondlis, emlékeztetd, valamint
kognitiv funkciokért felelnek [59]. Pontosabban, a szerkezeti kiilonbségek alapjan, a PrL
régio az érzelmek szabalyozasaért, kognitiv folyamatokért felel, mig az IL régio zsigeri

és vegetativ funkcidkban jatszik szerepet [60].

2.2.4. A PTSD modellezése

A PTSD allati modelljei a diagnosztikus és elsésorban 0sszetett emberi tiinetekre
vagy a jelenlegi kezelések (példaul: szelektiv szerotonin visszavétel gatlok (SSRI))
prediktiv érvényességére tamaszkodnak. Mivel a PTSD kezelésére jelenleg nem allnak
rendelkezésre hatékony profilaktikus és terapias szerek [61], ezért az allatmodellek
alkalmazasa kritikus fontossagu a korképek feltételezett mechanizmusainak ok-okozati
Osszefiiggéseinek megallapitaiséhoz ¢és a lehetséges kezelés hatékonysaganak
ellendrzéséhez. A kozelmultban molekularis és idegrendszeren alapul6 klinikai kutatdsok
PTSD-vel kapcsolatos fenotipusokat azonositottak biologiai markerek (példaul

halozatbeli elvaltozasok) vagy pszichologiai valaszok (alvas, félelmi valasz) alapjan.
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Mivel a PTSD-t tobb kiilonbozé féle trauma is kivalthatja (fizikalis és érzelmi), valamint
az egyének sokféleségét és a kiillonbozd kornyezeti faktorokat figyelembe véve, egy
mindent is lefed6 ragcsalomodellt nehéz lenne I1étrehozni. Ezért is az ilyen
allatmodelleket a PTSD-vel kapcsolatos fenotipusokon beliil kell értelmezni. Ez a fajta
megkozelités ezért lehetdséget ad arra, hogy mechanizmus specifikusan torténjen a
gyogyszeres célzas. Eppen ezért fontos a modellezés szempontjabél, hogy a modellek 1)
olyan tiinetekre fokuszaljanak, amelyek hossza ideig fennmaradnak (példaul a trauma
vagy stressz megsziinése utan tobb héttel késdbb is mérhetd valasz); 2) a robosztussag
és/vagy megbizhatosag érdekében tobb viselkedésbeli valtozot is mérjen; 3) a hatés
ismételhetd legyen mas laboratoriumban is, azonos koriilmények kozott; valamint 4)
olyan eldére nem jelezhetd és elkeriilhetetlen sulyos stresszorral rendelkezzen, ami keriili
a habituaciot és utanozza a PTSD-vel kapcsolatos trauma aspektusait [62]. Ezen
paradigmak alapjan a PTSD-szer( tiinetek (tanult félelem és annak kioltodasa, csokkent
motivacio, kognitiv hianyossagok, novekedett izgatottsag) szempontjabol az egyik olyan
bioldgiai fenotipus, ami reprodukalhato, az a fokozott gliikokortikoid-receptor
érzékenység és a HPA tengely fokozott negativ visszacsatolas. Ezen kiviil az amigdala
novekedett aktivitdsa mellett a PFC és hippokampusz csokkent funkcidja €s strukturalis

deformacioja is megfigyelhetd [63].
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3. Célkitiizés

A kutatdcsoportunkban végzett eldzetes vizsgalatok sordn félelmi kondicionalas
soran mutatott félelmi generalizaci6 alapjan jol elkiilonithetdek sériilékeny és ellenalld
patkany populaciok. Ezen csoportok agymintajabol (teljes mPFC) kinyert RNS-ek
polimeraz lancreakcioval (PCR) torténd mérésével 0Osszehasonlitdé génexpresszios
analizist végeztek, mely szerint tobb kandidans gén expresszids szintje szignifikdnsan
valtozott. Ezek kozé tartozik a c-Fos, egy olyan korai atirddasu gén, amely részt vesz
abban a jelatviteli kaszkadban, amely az extracellularis ingereket az intracelluléris
eseményekhez kapcsolja [64]; a vazoaktiv intesztinalis polipeptid (VIP), ami olyan
interneuronokat gatld interneuronokban van jelen, melyeknek fontos szerepe van a kérgi
neuronok gatlasaban [65]; a kortikotropin felszabadité faktor (CRF), mely leginkabb a
VIP (és részben a kalretinin) interneuronokban mutat expressziot [66]. Ezen sejtek
megvaltozott miikddésére és ezaltal a teljes héalozati aktivitas megvaltozasara voltunk

kivancsiak.

Mindezek alapjan vizsgalataink célja az volt, hogy 1) a kontextualis félelmi
kondicionalast kovetden olyan neuronpopulécidkat azonositsunk a medialis prefrontalis
kéregben, amelyek aktivacidja Osszefliggést mutat a PTSD tiineteivel (sériilékenységgel,
melyet a félelmi generalizacidval mértiink), 2) ha ilyen neuronpopulaciot azonositottunk,
akkor a sériilékeny és ellenalld A&llatcsoportokban 1évd eltérd aktivaciot okozo
neurontipusokat meghatdrozhassuk. Kutatocsoportunk génexpresszids eredményei
alapjan az mPFC PrL és IL régidira fokuszaltunk, felszini és mély rétegeit vizsgalva
részleteiben, mind a teljes c-Fos aktivitast, mind specifikusan a Cr és VIP pozitiv

neuronok aktivitasat.
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4. Anyag és modszer

4.1. Allatok

Az agyi analizisbe két kohortbol 6sszesen 27 felnétt (100-150 napos, 7 kontroll,
10 ellenalld, 10 sériilékeny) him Long Evans patkanyt vettiink be. Az allatokat 4 egyedbdl
allo csoportokban, forditott ciklusban tartottuk. A lampak 19:00-kor kapcsolodtak fel és
07:00-kor le. A kisérleti és allattartd szobakban a homérséklet 22 + 2 °C, a relativ
paratartalom 60 + 10 % volt. Az allatoknak ad libitum taplalék és csapviz volt biztositva.
A kisérletek az eurdpai iranyelveknek megfelelden a Kisérleti Orvostudomanyi Intézet
Allatjoléti  bizottsaga 4altal jovahagyva lettek kivitelezésre. Az  allatkisérleti
engedélyszam: PE/EA/874 5/2020.

4.2. Kisérleti terv

Az elso kisérleti napon az allatokon félelmi kondicionalast végeztiink, amely a
kovetkezOképpen tortént: egy kontrolldlhatatlan l1dbsokk sorozat érte az allatokat egy
definialt kontextusban [’A’ kontextus], ahol a félelmi valaszreakciot a ledermedés
szdzalékos ardnydval mértiik. 28 nappal késObb az allatokat ugyanebbe a kontextusba
visszahelyeztiik (ldbsokk sorozat nélkiil). Ezt kovetd egy és két nappal késébb egy
minden dimenziojaban megvaltoztatott (szag, taktilis ingerek, doboz szine, alakja), 0.n.
biztonsagos kontextusba (’B’ kontextus) helyeztiik az allatokat, ahol a félelmi memoria
generalizacigjat és kioltodasat mértiik (szintén a dermedés szdzalékos ardnyéval). A
masodik félelmi tesztelés (’B’ kontextusban) utan 90 perccel az allatokat mélyaltatasban
transzkardialisan perfundaltunk, majd a szovetmintak fixalasa utdn immunhisztokémiai

jeloléseket végeztiink el rajtuk (2. dbra).

»

7%

0. Nap 28. Nap 29. Nap 30. Nap Perfuzios fixalas
2. abra A Kkisérleti terv szemléltetése. Az allatokat a traumatizaciot koveté 28 nappal

késébb a trauma kontextusdba visszahelyezziik, majd kovetkezd két napon egy Uj
kornyezetbe. 30. napon a tesztet kovetden transzkardidlisan perfundaljuk az éallatokat.
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4.3. Magatartastesztek

4.3.1. Félelmi kondicionalas: kontrollalhatatlan 1absokk
A PTSD-szerii allapot modellezése soran Yehuda és Antelman kritériumainak

megfelelden valasztottuk modelliinket: 1) rovid ideig tarto stresszinger is képes legyen
PTSD-szerli biologiai vagy viselkedésbeli valtozast okozni; 2) a stresszor a fokozddo
intenzitas fiiggvényében erdsebb, fokozottabb tiineteket tudjon generalni; 3) Az okozott
valtozasok hosszatavon fennmaradoak vagy az id6 mulasaval egyre kifejezettebbek; 4)
az egyedek kozotti valaszmintazat a korabbi tapasztalasaikban vagy az allatok genetikai

allomanyaban mutasson kiilonbséget [67]

A fenti kritériumoknak allatmodelliink megfelelt. Ahogy fent mar emlitettem, az
allatokat egyszeri kontrollalhatatlan labsokk sorozatnak tettiik ki, ahol az A kontextusban
két és fél perc habituaciot kovetden 10 db erds (2,4 mA), 1 masodperc hosszu szaggatott
labsokk sorozatot kaptak, a sokkok kozott eltelt ido 30 masodperc volt. Az allatokat
50x50x50 cm miianyag dobozba helyeztiik, amiben a sokkokat a dobozok fém aljzatracsa
kozvetitette. Az egyes allatokkal végzett tesztek kozott a dobozokat 70% alkoholos
oldattal tisztitottuk (A kontextus szaga).

4.3.2. Félelmi valasz mérése — allatok kategorizalasa

28 nappal a traumatizaciot/kondiciondlast kovetden ismételten behelyeztiik az
allatokat a traumaval tarsitott A kontextusba, azonban ekkor dramiitést nem kaptak.
Ennek célja a félelmi memoria meglétének tesztelése volt (kontextudlis félelmi el6hivas).
A kisérletet kdvetd két napon az allatok félelemi memoria generalizaciojat és kioltddasat
mértiik egy 0j, a traumatizacid kontextusatol eltéré kornyezetben (kisebb doboz, eltérd
jeli dobozfalak, szappanos vizzel torténd tisztitas, milanyag aljzat). Az allatok altal
kivaltott félelmi valaszreakcid, a dermedés, irodalomi adatok alapjan megbizhat6 jelz6 az
allatok aktualis belsé-félelmi allapotanak vizsgalata szempontjabdl [68], ezért a félelem
mértékét a dermedéssel toltott id6 szazalékos aranyaval jellemeztiik. Ez alapjan az arany
alapjan kiilonitettiik el az ellendllo és sériilékeny csoportokba tartozo éallatokat, ahol a
populacios értékek als6 25%-aba tartozokat ellendlloként, mig a felsé 25%-aba tartozdkat
sériilékenyként definidltuk. A dermedés mértékét minden tesztben a Noldus EthoVision

automatikus viselkedéskovetd szoftver segitségével elemeztiik.

4.4. Perfuzio és metszés
A masodik biztonsagos kontextusu teszt utdn 90 perccel, az allatokat ketamin-

xylazin-pipolphennel mélyaltattuk. A mélyaltatast kovetéen az allatok mellkasat feltartiik
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¢s egy kaniilt helyeztink az allatok bal szivkamrajaba. Ezen keresztiil hideg
fosztatpufferelt fiziologids sooldatot (PBS) aramoltattunk 2-3 percen at, kimosva az
erekbdl és szovetekbol a vért, majd 4%-0s paraformaldehid oldattal (PFA) fixaltuk a
szoveteket. Ezutdn PFA-ban utélagosan fixaltuk az agymintakat 24 6ran keresztiil, majd
a metszés idejéig natrium-azidos PBS oldatban taroltuk azokat. Az agyakbol késziilt 30
um vastag koronalis metszeteket szdnka-mikrotommal készitettiik, ezért metszes eldtt a
fagyasi sériilések megel6zése miatt 30%-0S Szachardz tartalmt krioprotektiv PBS-ben

inkubaltuk az agyakat 24 orara. A metszeteket natrium-azidos PBS-ben taroltuk.

4.5. Immunhisztokémia

A kutatasunkat érinté célgéneket tartalmazo sejtek vizsgalatdhoz szdvetanalizist
alkalmaztunk. A modszer sordn a célgének termékeit jeloltiik az azok ellen termeltetett
ellenanyagokkal (els6dleges, primer antitest), melyeket az elsGdleges antitest ellen
termeltetett konjugalt fluoroforral ellatott masodlagos antitestekkel tettiink lathatova. A
kiilonb6z6 antigénekre a kovetkezo ellenanyagokat hasznaltuk: VIP antigénnél a primer
antitest nyulban termelt anti-VIP 1gG (Immunostar:20077, 1:500), szekunder antitest
szamarban termelt anti-nyal 1gG (Jackson ImmunoResearch: 711-165-152, 1:500),
amihez Cy3 konjugalt fluorofor tartozott; Cr antigénnél a primer antitest egérben termelt
anti-kalretinin 1gG (Swant: 6B3, 1:2000), szekunder antitest szamarban termelt anti-egér
IgG (Jackson ImmunoResearch: 715-545-151, 1:500), amihez Alexa Fluor 488 konjugalt
fluorofor; mig c-Fos antigénnél a primer tengeri malacban termelt anti-c-Fos 1gG
(Synaptic systems: 226004,1:3000), szekunder antitest szamarban termelt anti-tengeri
malac IgG (Jackson ImmunoResearch: 706-605-148, 1:500) volt, amihez Alexa Fluor 647
tartozott. Ezen kiviil még a sejtmagok jeloléséhez Hoechst 33258 reagenst hasznaltunk.
A fluoreszcens jeloléseket konfokalis (Nikon, C2 tipus) és digitélis ‘Slide Scanner’ tipust

(3DHISTECH) mikroszkdopokkal vizsgaltuk (3. abra).
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3. abra Reprezentativ mPFC felvétel. A PrL és IL régiok felszini és mély rétegeiben a c-
Fos+ sejtek sarga, VIP+ sejtek piros, Cr+ sejtek zold, két gént kifejezo sejtek pedig kék
nyillal vannak jeldlve.

4.6. Statisztika

Az elemzésekhez R Statisztikai kornyezetet hasznaltunk tidyverse csomagot
alkalmazva [69, 70]. A kiilonb6z6 sejttipusokat manualisan szamoltuk le, majd
teriiletegységekre korrigaltuk azokat. Az aktivitasbeli mintazatot az adott sejttipus c-Fos+
szazalékos ardnyaval jellemeztiik. Azokban az esetekben, amikor a normalitas és a szoras
homogenitasa fennallt, egy-utas varianciaanalizist (egy-utas ANOVA) alkalmaztunk. A
reziduumok normalitasat, szorasuk egyenléségét, valamint a torzitopontok jelenlétét a
modellezés soran megvizsgaltuk. Amennyiben a feltételek valamelyike nem teljesiilt,
Kruskal-Wallis rank probat alkalmaztunk. A szignifikancia szintet minden esetben 0,05

p-értéknél hataroztuk meg. Az eredmények atlag + szorasként vannak feltiintetve.
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5. Eredmények

5.1 Cr+ neuronok szama és aktivitisa

A teljes PrL régioban szamolt Cr+ neuronok szama a kovetkezéknek adodott: a
kontroll csoportnal atlagosan 17,81 + 3,77 db/mm?, ellenallé csoportnal 20,02 + 4,07
db/mm?, a sériilékeny csoportnal 19,80 + 4,56 db/mm?, mig a teljes IL régioban a kontroll
csoportnal atlagosan 20,27 + 7,60 db/mm?, ellenalld csoportnal 24,24 + 4,83 db/mm?, a
sériilékeny csoportnal 22,94 + 4,94 db/mm?. Egy-utas ANOVA alapjan a csoportok
kozott nem volt szignifikans eltérés a Cr+ sejtek szamanak tekintetében a csoportok
kozott sem a teljes PrL régioban (F=1,255, p=0,303), sem a teljes IL régioban (F=1,199,
p=0,319) (4. dbra).
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4, abra Cr+ neuronok szama régi6 specifikusan. Oszlopdiagram az atlagos Cr+ neuronok
szamarél a harom csoport egész PrL és IL régioiban db/mm?-ben kifejezve. Az adatok
atlag + szorasként vannak abrazolva.

A teljes PrL régioban mért kettés pozitiv (c-Fos és Cr), azaz az aktivaldédott Cr
neuronok aranya a kovetkezOknek adodott: a kontroll csoportnal atlagosan 9,95 + 7,69
%-ban, ellenall6 csoportnal 15,55 + 7,52 %-ban, a sériilékeny csoportnal 12,50 + 8,51 %-
ban, mig a teljes IL régioéban a kontroll csoportnal atlagosan 8,63 + 7,96 %-ban, az
ellenall6 csoportnal 11,15 + 7,66 %-ban, a sériilékeny csoportnal 8,45 + 5,30 %-ban. Egy-
utas ANOVA alapjan a csoportok k6zott nem volt szignifikans eltérés az aktivalddott Cr
neuronok aranyaban sem a teljes PrL régioban (F=1,493, p=0,245), sem a teljes IL
régioban (F=0,745, p=0,486) (5. dbra).
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5. abra c-Fos+ és Cr+ neuronok szama régi6 specifikusan. Oszlopdiagram az éatlagos
kettds pozitiv neuronok aranyarél a harom csoport egész PrL és IL régidiban %-ban
kifejezve. Az adatok atlag + szorasként vannak abrazolva.

A PrL régi6 felszini rétegében szamolt Cr+ neuronok szama a kovetkezdknek
adodott: a kontroll csoportnal atlagosan 22,27 + 4,91 db/ mm?, ellenalld csoportnal 27,96
+ 7,26 db/mm?, a sériilékeny csoportnal 27,16 = 8,76 db/mm?, mig a PrL régio mély
rétegében a kontroll csoportnal atlagosan 14,67 + 4,83 do/mm?, ellenallé csoportnal 14,76
+ 3,58 db/mm?, a sériilékeny csoportnal 14,87 + 3,32 db/mm?. Egy-utas ANOVA alapjan
nem volt szignifikans eltérés a Cr+ neuronok szamaban a csoportok k6zott sem a PrL
felszini rétegében (F=2,673, p=0,09), sem a mély rétegében (F=0,005, p=0,995) (6. dbra).
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6. abra Cr+ neuronok szama PrL régio rétegeiben. Oszlopdiagram az atlagos Cr+
neuronok szamarél a harom csoport a PrL régio felszini és mély rétegeiben db/mm?-ben
kifejezve. Az adatok atlag + szorasként vannak abrazolva.
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A PrL régio felszini rétegében mért kettés pozitiv (c-Fos és Cr), azaz az
aktivalodott Cr neuronok ardnya a kdvetkezoknek adodott: a kontroll csoportnal atlagosan
13,34 £ 10,46 %-ban, ellenalld csoportnal 18,38 + 9,14 %-ban, a sériilékeny csoportnal
14,28 + 11,38 %-ban, mig a PrL régié mély rétegében a kontroll csoportnal atlagosan
6,11 + 7,55 %-ban, az ellenalld csoportnal 12,51 £+ 9,40 %-ban, a sériilékeny csoportnal
9,75 £ 7,49 %-ban. Egy-utas ANOVA alapjan nem volt szignifikans kiilonbség az
aktivalodott Cr neuronok aranyanak tekintetében a csoportok kozott sem a PrL felszini
rétegében (F=1,021, p=0,375), sem a PrL mély rétegében (F=2,468, p=0,106) (7. dbra).
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7. abra c-Fos+ és Cr+ neuronok szdma PrL régi6 rétegeiben. Oszlopdiagram az atlagos
kettds pozitiv neuronok aranyardl a harom csoport PrL régio mély és felszini rétegében
%-ban kifejezve. Az adatok atlag + szorasként vannak abrazolva.

Az IL régid felszini rétegében szamolt Cr+ neuronok szama a kdvetkezoknek
adédott: a kontroll csoportnal atlagosan 8,65 + 5,22 db/mm?, ellenallé csoportnal 8,60 +
4,54 db/mm?, a sériilékeny csoportnal 9,64 = 4,75 do/mm?, mig a IL régi6 mély rétegében
a kontroll csoportnél atlagosan 15,28 + 7,13 db/mm?, ellenalld csoportnal 20,41 + 5,45
db/mm?, a sériilékeny csoportnal 18,86 + 5,93 db/mm?. Egy-utas ANOVA alapjan nem
volt szignifikans kiilonbség az atlagos Cr+ neuronok szamaban a csoportok kozott sem a
IL régio6 felszini rétegében (F=0,537, p=0,591), sem az IL régio mély rétegében (F=1,768,
p=0,192) (8. dbra).
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8. abra Cr+ neuronok szama IL régio rétegeiben. Oszlopdiagram az atlagos Cr+ neuronok
szamarol a harom csoport a IL régid mély és felszini rétegében db/mm?2-ben kifejezve. Az
adatok atlag + szordsként vannak dbrézolva.

A 1L régio felszini rétegében mért kettds pozitiv (c-Fos és Cr), azaz az aktivalodott
Cr neuronok aranya a kovetkezOknek adodott: a kontroll csoportnal atlagosan 8,48 +
10,46 %-ban, ellenall6 csoportnal 8,88 + 9,01 %-ban, a sériilékeny csoportnal 5,72 + 4,84
%-ban, mig a IL régidban a kontroll csoportnal atlagosan 8,23 + 6,78 %-ban, az ellenallo
csoportnal 14,09 + 10,59 %-ban, a sériilékeny csoportnal 12,86 + 10,68 %-ban. Egy-utas
ANOVA alapjan nem volt szignifikans kiilonbség az aktivalodott Cr neuronok aranyat
tekintve a csoportok kozott sem az IL régio felszini rétegében (F=0,409, p=0,669), sem
az IL régio mély rétegében (F=1,471, p=0,25) (9. dbra).
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9. abra c-Fos+ és Cr+ neuronok szadma régié specifikusan. Oszlopdiagram az atlagos
kettds pozitiv neuronok aranyarol a harom csoport IL régioé mély és felszini rétegében %-
ban kifejezve. Az adatok atlag + szorasként vannak abrazolva.
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5.2 VIP+ neuronok szama és aktivitasa

A teljes PrL régioban szamolt VIP+ neuronok szama a kovetkezoknek addodott: a
kontroll csoportnal atlagosan 7,80 + 2,90 db/mm? ellenalld csoportnal 9,70 + 2,70
db/mm?, a sériilékeny csoportnal 8,85 + 3,37 db/mm?, mig a teljes IL régioban a kontroll
csoportnal atlagosan 6,35 + 3,70 db/mm? | ellenalld csoportnal 7,11 + 3,19 db/mm?, a
sériilékeny csoportnal 7,56 + 2,81 db/mm?. Egy-utas ANOVA alapjan a csoportok kozott
nem volt szignifikans eltérés a VIP+ sejtek szamaban a csoportok kozott sem a teljes PrL

régioban (F=0,903, p=0,419), sem a teljes IL régioban (F=0,26, p=0,774) (10. dbra).
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10. abra VIP+ neuronok szdma régio specifikusan. Oszlopdiagram az atlagos VIP+
neuronok szamardl a harom csoport a IL régio mély és felszini rétegében db/mm?3-ben
kifejezve. Az adatok atlag + szorasként vannak abrazolva.

A teljes PrL régioban mért kettOs pozitiv (c-Fos és VIP), azaz az aktivalodott VIP
neuronok aranya a kovetkezOknek adodott: a kontroll csoportnal atlagosan 25,64 + 12,21
%-ban, ellendlld csoportnal 41,24 + 14,31 %-ban, a sériilékeny csoportnal 31,11 + 16,16
%-ban, mig a teljes IL régidban a kontroll csoportnal atlagosan 18,96 + 13,73 %-ban, az
ellenall6 csoportnal 25,20 + 17,57 %-ban, a sériilékeny csoportnal 22,02 + 16,76 %-ban.
Egy-utas ANOVA alapjan a csoportok kozott szignifikans eltérés mutatkozott az
aktivalodott VIP neuronok aranyaban az egész PrL régi6 Osszehasonlitisa soran
(F=6,728, p=0,005). Tukey-féle post-hoc tesztet alkalmazva a szignifikans kiilonbség a
kontroll és az ellenalld csoportok kozott volt (p=0,005). A kontroll és sériilékeny
csoportok kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (p=0,416), mig az ellenallo és

sériilékeny csoportok kozott marginalis kiilonbséget fedeztiink fel (p=0,052). Egy-utas
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ANOVA alapjan a csoportok kozott nem volt szignifikans kiilonbség a teljes IL régio
Osszehasonlitasakor (F=0,617, p=0,548). (11. dbra).
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11. abra c-Fos+ és VIP+ neuronok szdma régio6 specifikusan. Oszlopdiagram az atlagos
kettds pozitiv neuronok aranyardl a harom csoport IL és PrL régioiban %-ban kifejezve.
Az adatok atlag + szorasként vannak abrazolva, (*: p<0,05).

A PrL régi6 felszini rétegében szamolt VIP+ neuronok szdma a kovetkezoknek
adodott: kontroll csoportnél atlagosan 12,47 + 5,76 db/mm?, ellenalld csoportnal 15,18 +
5,81 db/mm?, a sériilékeny csoportnal 13,74 + 5,96 db/mm?, mig a PrL régio mély
rétegében a kontroll csoportnal atlagosan 4,62 + 2,17 db/mm?, ellenallé csoportnal 6,16
+ 2,41 db/mm?, a sériilékeny csoportnal 5,69 + 2,73 db/mm?. Egy-utas ANOVA alapjan
nem volt szignifikans eltérés a VIP+ neuronok szamaban a csoportok k6zott sem a PrL
felszini rétegben (F=0,503, p=0,611), sem a mély rétegben (F=1,379, p=0,271) (12.

dbra).
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12. abra VIP+ neuronok szdma a PrL régio rétegeiben. Oszlopdiagram az atlagos VIP+
neuronok szamarol a harom csoport a PrL régié mély és felszini rétegében db/mm?-ben
kifejezve. Az adatok atlag + szorasként vannak abrazolva.

A PrL régio felszini rétegében mért kettds pozitiv (c-Fos és VIP), azaz az
aktivalodott VIP neuronok aranya a kovetkezoképpen adodott: a kontroll csoportnal
atlagosan 23,57 + 16,54 %-ban, ellenallé csoportnal 40,33 = 16,56 %-ban, a sériilékeny
csoportnal 29,18 + 21,93 %-ban, mig a PrL régié mély rétegében a kontroll csoportnél
atlagosan 28,67 + 20,45 %-ban, az ellenéllé csoportnal 42,03 17,37 %-ban, a sériilékeny
csoportnal 35,49 + 21,46 %-ban. Egy-utas ANOVA alapjan a csoportok kozott
szignifikans eltérés mutatkozott az aktivalodott VIP neuronok ardnyaban a PrL régio
felszini rétegének 6sszehasonlitasa soran (F=6,632, p=0,005). Tukey-féle post-hoc tesztet
alkalmazva szignifikans kiilonbséget a kontroll és ellenall6 csoportok kozott (p=0,005),
valamint az ellenallo és sériilékeny csoportok kozott talaltunk (p=0,045). A kontroll és a
sériilékeny csoportok kdzott nem volt szignifikans kiilonbség (p=0,487). A PrL régio
mély rétegében nem volt szignifikans eltérés (F=2,38, p=0,114) (13. dbra).
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13. abra c-Fos+ és VIP+ neuronok aranya a PrL régio rétegeiben. Oszlopdiagram az
atlagos kettés pozitiv neuronok aranyarol a harom csoport a PrL régié mély és felszini
rétegében %-ban kifejezve. Az adatok atlag + szorasként vannak abrazolva, (*: p<0.05).

Az IL régio felszini rétegében szamolt VIP+ neuronok szdma a kdvetkezoképpen
adodott: a kontroll csoportnal atlagosan 8,65 + 5,22 db/mm?, ellenallé csoportnal 8,60 +
4,54 db/mm?, a sériilékeny csoportnal 9,64 £ 4,75 db/mm?, mig a IL régio mély rétegében
a kontroll csoportndl atlagosan 4,16 + 2,56 db/mm?, ellenalld csoportndl 5,79 + 3,35
db/mm?, a sériilékeny csoportnal 5,56 + 2,64 db/mm?. Egy-utas ANOVA alapjan nem
volt szignifikans eltérés a VIP+ neuronok szamaban a csoportok kozott sem az IL régio
felszini rétegben (F=0,239, p=0,789), sem Kruskal-Wallis proba alapjan az IL régio mély
rétegében (¥2=3.292, p=0.193) (14. dbra).
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14. abra VIP+ neuronok aranya az IL régi6 rétegeiben. Oszlopdiagram az atlagos VIP+
neuronok szamardl a harom csoport a IL régié mély és felszini rétegében db/mm?3-ben
kifejezve. Az adatok atlag + szorasként vannak abrazolva.
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Az IL régi6 felszini rétegében mért kettds pozitiv (c-Fos és VIP), azaz az
aktivalodott VIP neuronok aranya a kovetkezoképpen adodott: a kontroll csoportnal
atlagosan 15,59 + 15,70 %-ban, ellenallo csoportnal 19,54 = 13,86 %-ban, a sériilékeny
csoportnal 15,09 + 18,17 %-ban, mig az IL régido mély rétegében a kontroll csoportnal
atlagosan 23,26 + 27,60 %-ban, az ellenall6 csoportnal 30,97 & 30,51 %-ban, a sériilékeny
csoportnal 37,47 + 30,72 %-ban. Egy-utas ANOVA alapjan nem volt szignifikans eltérés
az aktivaloédott VIP neuronok aranyaban a csoportok kozott sem az IL felszini rétegében

(F=0,749, p=0,484), sem az IL régio mély rétegében (F=0,933, p=0,407) (15. dbra).
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15. abra c-Fos+ és VIP+ neuronok aranya az IL régio rétegeiben. Oszlopdiagram az
atlagos kettds pozitiv neuronok aranyarél a harom csoport a IL régio mély és felszini
rétegében %-ban kifejezve. Az adatok atlag + szorasként vannak abrazolva.
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6. Ertékelés, kovetkeztetés

Kutatasunk célja a PTSD-szert tiinetek tulzott félelmi generalizacidja mogotti
mechanizmusok jobb megértése volt, ezen beliil is az mPFC halozatbeli elvaltozasok
azonositasa volt kérdéseink fokuszaban. Vizsgalatunk soran immunhisztokémiai
modszerrel jeloltik a Cr+, VIP+ sejteket és ezek c-Fos koexpresszigjat sériilékeny ¢€s
ellenalld (magas és alacsony félelmi generalizaciot mutatd) him Long Evans patkdnyok
alpopulécioiban, s ezen sériilékeny-ellenalldé csoportok neurondlis aktivitasat
hasonlitottuk 6ssze. Eredményeink szerint a Cr+ sejtek sem szamukban, sem
aktivitasukban nem mutattak kiilonbséget a csoportok kozott. A VIP+ sejtek szdmban
nem kiilonboztek a csoportok kozott (alrégiok tekintetében sem), azonban
aktivaciojukban szignifikéans kiillonbség volt kimutathatd. Az ellenalld csoportban a VIP+
sejtek jelentdsen aktivalodtak a félelmi el6hivas soran a kontroll csoporthoz képest, mig
a sériilékeny csoportban nem volt aktivitds ndvekedés megfigyelhetd. Mindez leginkébb

a PrL régio felszini rétegében jelentkezett.

A szakirodalomban mar megmutattak, hogy a félelmi halozat miikodésében a PrL
régionak fontos szabalyozo szerepe van [57]. Osszekéttetések tekintetében palyajel6ld
modszerekkel megallapitottdk, hogy kétiranyu kapcsolat van a talamusz mediodorzalis
magja és az mPFC kozott. Ennek a magnak a medialis része kapcsolatban all a PrLL és IL
régiokkal, mig lateralis része az ACC és a szomatomotoros kéreggel. Ezen a kapcsolaton
kiviil, egy massziv bemenete van a ventralis ACC-nek, a PrL és IL régioknak a
bazolateralis amigdala (BLA) &ltal. Az mPFC iranyabdl a BLA és CeA felé torténik
Osszekottetés. Az IL az ITC teriiletére, valamint az LA-hoz, mig az ACC és a PrL kimenet
pedig a BA-ban végzddik. Tehat az mPFC a kapcsolatai révén feltehetéen szabalyozni
tudja az amigdala altal kialakult félelmi valaszt. Ezen kiviil tobb kutatas is alatimasztotta
a PrL ¢és IL félelmi kondicionalassal kapcsolatos feler6sodott aktivitasat c-Fos [71] vagy

mas korai atirodasu gén altal [72].

Az mPFC teriiletén, akéarcsak a hippokampusz €s kérgi régiok esetén, glutamaterg
serkentd projekcios neuronok (PN) és gamma-amino-vajsav (GABA) neurotranszmittert
szintetnizalo gatld interneuronok alkotjék a halézat f6 elemeit. Bar a PN-ok joval tobben
vannak, mint a GABAerg interneuronok, utobbiak sokkal heterogénebbek tekintve
morfologiajukat, gén kifejezédésiiket, kapcsolataikat és elektrofiziologiajukat [73]. A
GABAEerg interneuronok az ingerekre joval érzékenyebbek, mint azt korabban gondoltak

és akarcsak a PN-0k, sok olyan plaszticitast el0segit6 mechanizmussal rendelkeznek,
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amelyek palyakdveté modszerrel feltérképezhetéek. Ellenben, hogy hogyan vesznek részt
a memoria kialakitasaban és a hal6zat szabalyozasaban, maig nyitott kérdésként szerepel.
Ahhoz, hogy az egész halozatra befolyassal legyenek, a GABAerg interneuronok a PN-

ok jelzései alapjan "kooperalnak’, idobeli szabalyozast végeznek.

Az elmult évtizedekben az interneuronok célzasa és manipulalasa a kiilonb6zo
sejtcsoportok kozti interakciok jobb megértéséhez vezetett [74]. Ilyen interakcid kozé
tartozik az eldérecsatolasos, a visszacsatolasos gatlas, valamint a gatlds gatlasa
(diszinhibicid). Erre példa a VIP interneuronok szomatosztatin vagy parvalbumin
interneuronokon érvényesiild gatlasa, mely egy erdsebb hatas, mint a VIP gatlasanak
hatasa PN-okra [75]. Példaul olyan viselkedésbeli ingerek, amelyek visszajelzést adnak a
kornyezeti veszélyekre, jutalmakra, kivaltjdk a VIP interneuronok fézisos tiizelését a
BLA-ban és a hallokéregben. Ez eldsegiti a sejtek plaszticitasi mechanizmusait, ami aztan
a jelzések tanulasahoz jarul hozza. A komplex strti 0sszekottetéseknek és interakcioknak
koszonhetden, az interneuronok a PN-aktivitds sebességének €s idobeli mintdzatanak
hatékony, koordinalt befolyasolasara képesek, ami elengedhetetlen a haldzati

mitkédéshez, igy példaul az asszocialt félelmi jelek feldolgozasahoz [74].

Az mPFC egyik f6 funkcidja mas agyteriiletek koordinalasa (példaul a félelmi
feldolgozas BLA-ban). Az mPFC kimenetének erdsségét, szinkronicitasat, hatékonysagat
pedig a GABA interneuronok koordinalt miikodése hatarozza meg a fent leirt modon.
Ennek tiikrében kutatasi eredményiink azt sugallja, hogy bar a Cr+ interneuron populécio
nem, addig a VIP interneuron populacié fontos szerepet jatszhat a félelem elOhivas és
generalizacid soran torténd prefrontalis aktivitds szabalyozasdban, s igy a kioltodas
szabalyozasaban mas agyteriileteken keresztiil. Mig az ellenallo csoportban a VIP
sejtcsoport jelentds aktivitdst mutat, a sériilékeny csoportban ez hidnyzik, mely
feltételezhetden hozzajarul a generalizacid és kioltddas zavardhoz. Tovabbiakban
érdemes lesz vizsgélni olyan interneuron populaciokat (parvalbumin, szomatosztatin),
melyek a VIP interneuronok altal célzottak, ez altal a VIP interneuronok szabalyozasa
alatt allnak. Hasonléan a PFC altal beidegzett agyteriiletek aktivitasbeli valtozasait is
érdemes lesz vizsgalni, amik feltehetéen kozvetitik az altalunk feltart hatasokat, s igy

szerepet jatszhatnak a félelmi generalizacio ¢€s kioltddas zavaraiban.
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7. Osszefoglalo

A stressz mindannyiunk életében megjelenik szamos kiilonb6z6 formaban, amire
a szervezet minden esetben valamilyen valaszt ad. Egy valamilyen stresszorra adott
valaszt neveziink stresszvalasznak, aminek kovetkeztében fizioldgiai valtozasok is
torténnek. A magatartasi €s endokrin valasz kialakitasaért a limbikus rendszer, amigdala
¢s a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg (HPA) tengely fontos elemek, melyek a
prefrontalis kéreg szabalyozisa alatt allnak. A stressz negativ hatisara vald
fogékonysagat novelheti ezen régidk diszfunkcidja, ami akar pszichiatriai zavarokhoz,
példaul a poszttraumas stressz zavar (PTSD) kialakulasahoz is vezethet. Ezen zavar {6
tinete a félelem generalizaci6 ¢és kioltodds hidnya. Kutatdsunkban egy PTSD
allatmodellben (Long Evans patkanyokon) vizsgélatuk a prefrontalis kéregben torténd

idegrendszeri mechanizmusokat.

Az allatokkal félelmi kondicionalast végeztiink el, ahol a hosszatava félelmi
eléhivas alapjan sériilékeny és ellenalld csoportokat hataroztunk meg magas-alacsony
félelmi valaszuk (dermedési id0) alapjan. Ezt kdvetéen immunhisztokémiai modszerrel
jeloltiik az allatok medidlis prefrontalis kéreg teriiletén a kalretinin (Cr), a vazoaktiv
intesztinalis polipeptid (VIP) interneuronokat és azok aktivitdsat c-Fos aktivitas

markerrel.

A Cr interneuronok nem mutattak sem sejtszdmban, sem aktivaciés mintazatban
kiilonbséget az ellenallo és sériilékeny csoportok kozott. A VIP interneuron sejtszamban
nem kiilonbozott a vizsgalt csoportjaink kozott, ellenben az aktivacids mintdzatban
jelentds eltérés adodott a csoportok kozott: mig az ellenalld csoport aktivitast mutatott a

kontrollhoz képest, addig a sériillékeny csoportban ez nem volt megfigyelheté a

crcr

Eredményeink alapjan ugy tlinik, hogy a prefrontalis VIP interneuronok aktivitasa

fontos szerepet jatszhat a félelem generalizaci6 €s kioltédas zavaraban.
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8. Summary

Stress comes in many different forms in all our lives, and the body responds in
some way. A response to a stressor is called a stress response, and physiological changes
occur as a result. The limbic system, amygdala and the hypothalamic-pituitary-adrenal
(HPA) axis are important elements in the development of the behavioural and endocrine
response, which are regulated by the prefrontal cortex. Dysfunction in these regions can
increase susceptibility to the negative effects of stress, which can lead to psychopatologies
such as post-traumatic stress disorder (PTSD). The main symptom of this disorder is the
lack of fear generalisation and extinction. In our research, we investigated neural

mechanisms in the prefrontal cortex using an animal model of PTSD (Long Evans rats).

We performed fear conditioning with the animals, where we defined vulnerable
and resistant groups based on their high-low fear response (freezing time) to long-term
fear evoked. Then we used immunohistochemistry to label calretinin (Cr), vasoactive
intestinal polypeptide (VIP) interneurons and their activity in the medial prefrontal cortex

of animals with the activity marker c-Fos.

Cr interneurons showed no difference in cell number or activation pattern between
the resistant and vulnerable groups. VIP interneurons did not differ in cell number
between the tested groups, however there was a significant difference in activation pattern
between the groups: while the resistant group showed activity compared to the control,
this was not observed in the prefrontal cortex prelimbic region of the vulnerable group.

Based on our results, it seems that the activity of prefrontal VIP interneurons may

play an important role in the dysfunction of fear generalization and extinction.
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megfelel6 négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt mévek korlatlanul hozzéférhetévé valjanak
a vilaghalon,

az Allatorvostudomanyi Egyetem belsé hélozatéra (IP cimeire) korlatozza a feltsltstt
dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtarban talalhatd, dedikalt elérést biztositd szamitogépre korlatozza a felt6ltott
dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliogréafiai adatainak €s tartalmi kivonatinak feltsltéséhez jarul
hozza (korlatlan hozzaféréssel),

] DI XL
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Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott véltozatanak helyben olvasasat a
konyvtarban.

Amennyiben a felt6ltés alapjat olyan mii képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal a miire
vonatkozdan.

A HuVetA {izemeltetdi a szerzd, illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek iranyaban

nem véllalnak semmilyen feleldsséget annak jogi orvosldsara, ha valamely felhaszndlo a
HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysérté modon visszaélne.

Budapest, 2022 év . a¥pae4s . h6 .23, nap

( ;
gy ded Tl el

. alairas
szerzd/a szerzdi jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivam — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomanyi Egyetem Hutyra Ferenc Konyvidr, Levéltar és Mizeum dltal mitkodtetett
egyetemi és szakteriileti online adattdr, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomdny és
-torténet dokumentumait, tuddsvagyondt elektronikus formdban dsszegytijise, rendszerezze,
megdrizze, kereshetdvé és hozzdférhetdvé tegye, szolgdltassa, a hatdlyos jogi szabdlyozdsok
Jfigyelembe vételével.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetéségek felhaszndldsaval biztositia a kénnyil, (internetes
keresGgépekkel is mitkodd) kereshetdségei és leheibség szerint a teljes szoveg azonnali elérésér.
Célja ezek révén

- amagyar dllatorvos-tudomany hazai és nemzetkozi ismertségének nivelése;

- amagyar dllatorvosok publikdcidira torténd hivatkozdsok szamdnak, és ezen
keresztiil a hazai dllatorvosi folydiratok impakt faktordnak novelése,

- az  Allatorvostudomdnyi  Egyetem és az egyiittmiikods  partnerek
tuddsvagyondanak koncentrall megjeleniiése révén az intézmények és a hazai
dllatorvos-tudomdny tekintélyének és versenyképességének novelése;

- aszakmai kapcsolatok és egyiittmiikodés eldsegitése,

- anyilt hozzdférés tdmogatdsa.
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Konzulensi ellenjegyzés

Alulirott Puska Gina igazolom, hogy Mar6thy Rébert Daniel (a hallgaté neve) A stressz
irdnti sériilékenység hatterében allo idegrendszeri mechanizmusok cimi szakdolgozatat

ismerem, azt beaddsra és védésre alkalmasnak tartom.

Budapest, 2022. 04. 26.

a témavezetd neve és alairasa

Okoldgia Tanszék
tanszék
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